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Garungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. ITI. 
Von 


H. v. Euler und Karl Myrbiick. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1924). 


In Fortsetzung vorhergehender Arbeiten') iiber Co-Zymase 
haben wir nunmehr Versuche zur Konzentration, Reinigung 
und chemischen Charakterisierung dieses Stoffes unternommen, 
und zwar nicht nur, um Anhaltspunkte iiber die Wirkungs- 
weise dieses fiir die alkoholische Girung offenbar sehr wich- 
tigen Kérpers zu gewinnen, sondern auch zur Aufklirung 
seiner Beziehungen zu den wasserléslichen Vitaminen und 
Wachstumsfaktoren (Biokatalysatoren) der Hefe, der Muskeln 
und event. anderer zuckerspaltender Gewebe. Die Ansichten, 
welche man iiber diesen Punkt in der Literatur ausgesprochen 
findet, sind Vermutungen, die sich auf unzureichendes Ver- 
suchsmaterial griinden. Uber die Besonderheit der Co-Zymase 
haben wir uns bereits in der vorhergehenden Mitteilung aus- 
gesprochen, Die chemischen Kigenschaften der wasserléslichen 
Vitamine lassen sich schon deshalb nicht ohne weiteres zum 
Vergleich heranziehen, weil das antineuritische Vitamin B und 
die wasserlislichen Wachstumsfaktoren D (nach Funks Nomen- 
klatur) — wir bezeichnen die wasserléslichen Wachstumsfaktoren?) 





’) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (1923) und Bad. 133, 
S. 260 (1924). 

*) Siehe Euler, Vitaminer och tillvitfaktorer. Stockholm, 1924 
{schwedisch). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVI. 8 
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mit hD (hydro D), im Gegensatz zum lipoidléslichen Wachs. 
tumsfaktor 1D — immer noch nicht auseinander gehaltey 
werden und eine Kinheitlichkeit beziiglich der Messung dieser 
Stoffe noch nicht erzielt ist. 


I. Ma8einheiten fir die Bestimmung der Co-Zymase. 
Der Ausdruck, durch welchen wir im allgemeinen die 
Wirksamkeit der Enzyme definieren,’) 


xr k x g Substrat 
f= “ 
g Enzympraparat 
(; = Reaktionskonstante der monomolekular verlaufenden Enzymreaktion) 





laBt sich nicht auf die alkoholische Girung anwenden, da der 
Verlauf dieses Vorgangs sich nicht durch eine Konstante 
1. Ordnung darstellen l4Bt. Man kann daher statt der Re. 
aktionskonstanten die Zeit ermitteln, welche fiir den Ablauf 
eines Bruchieils des gesamten Umsatzes_ erforderlich _ ist, 
Willstatter’) schlagt die Bestimmung der Zeit fiir die halbe 
Reaktion (Halbgiarungszeit) vor (in vielen Fillen ist es viel 
leicht vorzuziehen, einen kleineren Bruchteil als 1/,, etwa '), 
oder }/,, zur Messung zu wihlen). Das Verfahren hat den 
Vorzug der Einfachheit, aber den Nachteil, daB nur ein ein- 
ziger Punkt der Reaktionskurve festgelegt und zur Grundlage 
der Berechnung der Wirksamkeit gemacht wird. Nun verliutft 
die alkoholische Garung in einem groBen Reaktionsgebiet linear 
mit der Zeit und in diesem Gebiet ist also das Verhiltiis 
von entwickelter Kohlensiure zur Entwicklungszeit konstant, 
also com CQ,:Zeit = f. Dieser Wert wird am besten zu Be- 
ginn, etwa im ersten Finftel der Reaktion bestimmt. In 
diesem Gebiet ist die Garungsgeschwindigkeit (unter gewisseu 
Bedingungen) proportional mit der Menge der anwesenden 
Co-Zymase, wahrend im spateren Verlauf der Giarung andere 
Erscheinungen eintreten. 

Die Wirksamkeitsbestimmungen miissen in Gegenwart 
einer optimalen Phosphatmenge ausgefiihrt werden und bel 
Py = 6,2 — 6,6, wie in unserer ersten Mitteilung angegeben ist. 


1) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, 8S. 1749 (1923). 
*) Willstitter u. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, S. 211 (1921). 
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Ein Zusatz von Zymophosphat ist nicht absolut notwendig, 
bewirkt aber, daB die Garung unmittelbar eintritt (vgl. Mitt. II). 

Der wichtigste Punkt ist indessen das Verhialtnis zwischen 
Co-Zymase und Zymase. Die Garfihigkeit eines natiirlichen 
Trockenhefepraparates kann bekanntlich durch Zusatz von 
Kochsaft (Co-Zymase) gesteigert werden. Es muB jedoch be- 
tont werden, daB die Girfaihigkeit von z. B. 1 g dieser Trocken- 
hefe ebensowohl gesteigert werden kann durch Zusatz von 
ausgewaschener inaktiver Hefe (Co-Zymase frei). Das 
Verhiltnis geht am besten aus folgendem Versuch hervor, bei 


- welchem die Co-Zymasemenge konstant ist, die Hefemenge 


dagegen varuert. 
Tabelle 1. 


Zu jedem Versuche: Kochsaft von 0,5 g Trockenhefe, 1 g Glucose, 
Phosphat p,, = 6,3, 20 ccm. 














ausgewasch. Zeit (Stunden) 
Nr. Hefe —_— 
¢ 1 2 3 | 4 | 5 | 6 

0,2 0,5 1,0 3,0 50 | — ce 
2 0,5 8,0 | 21,0 28,0 | 350), — — 
3 1,0 31,0 | 60,0 86,0 | 100,0 | 111,0 _ 
4 1,5 36,0 | 72,0 | 102,0 | 1270 | — _ 
5 2.0 40,0 | 79,0 | 122,0 | 156,0 | 185,0 | 197,0 




















Wir sehen also, daB die Girungsgeschwindigkeit je nach 


_der Menge der ausgewaschenen Hefe gesteigert wird, um ein 


Maximum zu erreichen, das bei dem letzten Versuch so gut 
wie ganz eingetreten zu sein scheint; d. h. erst bei einer Hefe- 
menge von 2 g ist die Co-Zymase von 0,5 g einigermafen aus- 
genutzt. Bei der Hefemenge von 0,5 g, welche der eigenen 
Zusammensetzung dieser Trockenhefe entspricht, ist ungefihr 
die Halfte der Co-Zymase in Tatigkeit. 

In Anbetracht dessen, daB die Girung von der Menge 
der Zymase und Co-Zymase abhingig ist, kann man ohne 
weiteres annehmen, daB die Zymase und die Co-Zymase eine 
dissoziierende Verbindung bilden, welche (event. unter Mit- 
wirkung anderer Komponenten, z. B. Phosphat) das aktive Enzym 


g* 
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ausmacht. Hieraus erklart sich, da8 man durch Zusatz yoy 
mehr Kochsaft oder mehr ausgewaschener Hefe zu einer 
Mischung von Zymase und Co-Zymase in beiden Fillen die 
Girungsfihigkeit steigert. Durch Zusatz der einen Komponente 
im Uberschu8 wird die Dissoziation zuriickgedrangt und die 
aktive Enzymmenge gesteigert. 

Hieraus ergibt sich, da man, um die Co-Zymasemenge 
bestimmen zu kénnen, geringe Mengen des Co-Enzympraparats 
verwenden mub, dagegen méglichst groBe Mengen des Knzym- 
praparats. Aus technischen Griinden kann man jedoch nicht 
gern mehr als etwa 100 g Trockenhefe per Liter Lésung ver- 
wenden. Wir benutzen bei Co-Enzymbestimmungen 0,2 ¢ 
ausgewaschene Hefe in 2 ccm Mischung. Hiernach gilt es zm 
bestimmen, wie weit die Proportionalitat zwischen zugesetzter 
Co-Enzymmenge und Girungsgeschwindigkeit sich streckt. Im 
iibrigen wahlt man ja schon aus Sparsamkeit nur so grofe 
Mengen Co-Enzym, daB eine genau meBbare Kohlensiure- 
entwicklung eintritt. Die kleine Tabelle 2 enthalt einige Ver- 
suche, welche zeigen, daB man bei einer Girungsgeschwindis- 
keit von 4—5 ccm Kohlensiure per Stunde bei dieser Hefe 
noch mit Proportionalitit rechnen kann (Volumen der Mischung 
2 ccm). 




















Tabelle 2. 
Co-Zymasepriparat R’ (siehe unten). 
Co-Zymase Zeit (Stunden) Relative 
Nr. R EEN LSE LER Se NT 
eem 030 05° 1 15 | 1 30 945 345 CO, 
1 — 00} — | 00) — — | 0,0 0 
1,0 16 | 35 | 5,8 | 6,9 9.3 | 9,8 100 
| 
| 90°) 356°] a7] = 51 














3 0,5 0,5 | 1,7 | 


Unsere Versuche werden also mit folgender i 
Mischung ausgefihrt: : 

0,2 g ausgewaschene Trockenhefe in 1 ccm 5°/, iger Phos- 
phatlésung (p,, = 6,3) + 1 ccm Lésung von Co-Zymasepriparat 
oder anderer Zusiitze. 

Hierbei ist die Garungsgeschwindigkeit in hohem Grade 
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unabhaingig von zufalligen Variationen sowohl in der Hefe-, 
Zucker- und Phosphormenge, Kleine Variationen in der Menge 
der ausgewaschenen Hefe entstehen leicht beim Auswaschen, 
sind jedoch ohne Bedeutung, da die Hefe immer zur Co-Zymase *) 
im UberschuB ist. Auf einem Gebiete, das allerdings nicht 
sehr umfangreich ist, sind kleine Veranderungen der PO,-Kon- 
zentrationen ohne Bedeutung. (Mit gereinigten Co-Zymase- 
priparaten, die kein freies PO, enthalten, brauchen im iibrigen 
keine Variationen einzutreffen.) Da die Girungsgeschwindig- 
keit auf einem groBen Gebiete unabhingig ist von der Zucker- 
menge, wurde in der Abhandlung I, 8S. 195 gezeigt. Das zu 
Anfang der Girung per Stunde entwickelte Kohlensiurevolumen 
ist also ohne weiteres ein MaB fiir die Co-Enzymmenge. Als 
Kinheit fir die Co-Enzymmenge (also die Menge des aktiven 
Co-Enzyms unabhingig vom Reinheitsgrad) nehmen wir also ganz 
einfach die (hinsichtlich des absoluten Gewichts u. dgl. un- 
bekannte) Menge Co-Zymase, die unter den gegebenen Be- 
dingungen eine CO,-Entwicklung von 1 ccm per Stunde gibt. 
Diese Einheit nennen wir Co. Dieselbe ist notwendig zum 
Vergleich der Salzbildung der Co-Zymase mit verschiedenen 
Metallen und fiir die Untersuchungen iiber das Vorkommen 
der Co-Zymase in verschiedenen Organen. 

Als Bezeichnung fiir die Aktivitat erhalten wir dann, wie 
vorher Kuler und Signe Karlsson (Bd. 123, 8. 93, 1922) 


\ ecm CO,/Stunde 
g Co-Zymasepraparat 
Extrakt aus frischer Hefe H (,,Kochsaft) hat A Co = 40—etwa 200, 
’» ,  trockner ,, » ACo = 20—etwa 150. 


Alkoholgefiallte Priparate ergeben ein niedrigeres A Co. 
Tholins Praparat z.B. ergibt 4 Co=10—15; Euler und 
S. Karlsson: A Co = 25—830. 

Man darf nicht unbeachtet lassen, daB die Grundlagen 
einer solchen Definition nicht vollstindig sicher sind. Wir 
wissen ja nichts tiber die Natur der Zymase; wenn dieselbe, 
wie wohl wahrscheinlich ist, aus mehreren verschiedenen En- 








') Ebensowenig hat die wechselnde Zymasemenge bei verschiedenen 
Hefepriiparaten eine Einwirkung. 
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zymen besteht, kénnen diese in verschiedenen Hefepriparate 
unter sich in verschiedenen relativen Mengen vorkommen, 
da8 eine bestimmte Menge Co-Zymase, auch wenn dieselhe 
vollstindig ausgenutzt ist, d.h. wenn ein vermehrter Zusat; 
von ausgewaschener Hefe die Giarungsgeschwindigkeit nicht 
linger steigert, verschiedene Giarungsgeschwindigkeiten und 
somit also verschiedene Werte fir den Co-Zymasegehalt des 
Praparats ergeben kann, wenn dasselbe mit verschiedenen Hefe- 
priparaten gepriift wird. 


II. Die Stabilitat der unreinen Co-Zymase. 


Da es fiir die Reinigungsarbeit erforderlich ist, die Sta- 
bilitét der Co-Zymase zu kennen, wurden einige Versuche ge. 
macht teils iiber die Stabilitit bei optimaler Aciditait und 
wechselnden Temperaturen und teils iiber die Stabilitit bei 
gewohnlicher Zimmertemperatur gegen Siuren und Alkalien. 
Die Versuche beziehen sich auf unreine Lésungen (4 Co etwa 51) 
und die Ergebnisse sind vielleicht ganz andere, wenn die Unter- 
suchungen mit reinen Priparaten wiederholt werden. 

Tholin’) hat die Thermostabilitit der Co-Zymase unter- 
sucht. Er nimmt indessen mehrere Aktivatoren in seinen Pri- 
paraten an und seine Garungsversuche sind ausgefiihrt bei 
Acidititen, die bedeutend von der optimalen abweichen, wes- 
halb eine neue Versuchsserie wiinschenswert war. Ein wenig 
Extrakt aus Trockenhefe H wurde zu verschiedenen Zeiten 
bei p, = 5 (natiirliche Aciditit) auf 100° erhitzt. Hiernach 























Tabelle 3. 
Zeit der Girung: eem CO, nach Stunden 
Nr. | Erhitzung : 7 
Minuten | 0° | ot ak dt Oo ee oe 
1 — 02/16] 34 | 50 | 70 | 88 | 10,3 | 114 
2 15 01 | 18] 24/1 39) 5,7 |] 74 |] 88 | 9,9 
3 30 01 | 10 | 20 | 35 | 52] 68 | 81 | 9,0 
4 50 0,1 0,7 1,5 2,6 | 4,1 5,6 6,9 | 7 
70 — | o0 1 Se i ap | oe] aa} Oe 1S 























; 


1) Diese Zs. Bd. 115, §. 235 (1921). 
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Tabelle 4. 


Co-Zymase 1 Stunde in alkalischer Lésung und in Siure. 











Py Waihrend der Girung: ecm CO, nach Stunden 
I, TR iii | _ 
der Siiurebehandlung | 0°° oe); 1 ae 2 3” 
{ 11,9 awa a _ ros ter one 
) 11,0 so Te | eh ee OR ae 
3 9,9 01/18] 28 | 40! 47 | 5,8 
4 8,6 05 | 23 | 37 | 50 | 56 | 62 
5 7,0 09 | 25 | 39 | 4,8 | 5,7 | 6,1 
6 3,0 04 | 24 | 36 | 4,6 | 5,6 | 6,0 
1 0,9 0,4 23 | 32 | 481 42 5,2 
8 0,3 n-HCl oe: ce ce 
9 0,5 n-HCl a | a) ee tee | 3,9 | 4,4 
10 0,8 n-HCl — — —_}i—_— | — | — 











wurden die Lésungen in iiblicher Weise gepriift. Die Resultate 
sind in der Tabelle 3 angegeben. Wir sehen, daf die Aktivitit 
wahrend ca. 1 Stunde bei 100° auf die Halfte sinkt; Tholin 
kam zum gleichen Ergebnis. 

Zur Untersuchung der Stabilitit gegen Alkali wurde ein 
Hefeextrakt mit verschiedenen Mengen NaOH versetzt und p,, 
wurde elektrometrisch gemessen. Nachdem die Co-Zymase eine be- 
stimmte Zeit (1 Stunde) in der alkalischen Liésung bei 20° ge- 
standen hatte, wurde dieselbe neutralisiert und die Wirksam- 
keit wie gewdhnlich bestimmt. Von vielen ausgefiihrten Serien 
tihren wir eine an (Tabelle 4); aus sowohl dieser wie einer 
Menge anderer Versuchsserien geht hervor, daB die Co-Zymase 
(unrein) wihrend der angewandten Versuchszeit vollstindig 
stabil ist bis auf p,, = 10. Bei hoherer Alkalitit erfolgt eine 
schnelle Zerstérung. In derselben Tabelle 4 sind auch Ver- 
suche mit Saiuren aufgenommen. Hier zeigt sich die groBe 
Stabilitat der unreinen Co-Zymase noch in sehr sauren 
Lésungen. Noch in halbnormaler HCl (p,, ungefahr 0,6) ist 
die Zerstérung unbedeutend. Diese Versuchsresultate geben 
das Aciditatsgebiet an, in welchem man sich bei der Reinigung 
halten muB. Wie wir weiter unten sehen werden, ist das 
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wichtigste p,,-Gebiet fiir Adsorption usw. p,, = 7 — 10, wobej 
also eine gewisse Vorsicht erforderlich ist, daB man _ nich 
durch etwas zu starkes Alkali die Co-Zymase schiadigt. 


III. Reinigung der Co-Zymase durch Bleifaillung. 


Nach Harden?) kann eine gewisse Reinigung der (\. 
Zymase durch Fallung mit Bleiacetat in neutraler Lisung 
erreicht werden. Freies Phosphat, Hexosephosphat u. a. werden 
hierbei gefallt, die Co-Zymase bleibt aber im Filtrat zuriick 
Nach Harden und Young kann manchmal ein Teil de 
Zymase in der Fallung zuriickbleiben, ,,apparently by adsorp. 
tion“. Im folgenden wird gezeigt werden, daB die Ursache 
eine ganz andere ist. 

Vorerst war es notwendig, einige Vorproben zu machen, 
um festzustellen, wie die Garung und somit also die Be. 
stimmung der Co-Zymase von den Reagenzien, die zur Fillung 
verwendet wurden, beeinfluBt werden. Es zeigte sich hierbei, 
(Tabelle 5), daB die Girung ohne Schwierigkeiten vor sich geht, 
wenn der UberschuB von Blei mit H,S entfernt wird. Die 
Anwesenheit von Schwefelwasserstoff schadet nicht, dagegen 
aber Spuren von Bleii Wenn man fiir weitere Arbeiten H,‘ 


























Tabelle 5. 
Ausgewaschene Hefe. 
Zeit in Stunden 

Nr. Zusatz mi 

(30 | 1° 130 | 230 | 300 
1 | 10ccemCo-Zymase .... . .| 36 | 72 | 91 (11,2) — 
2 |icem , +ein wenig HS] 44 75 | 91 | 11,2) — 
3 | 1cem , mit H,S gesittigt | 4,0 | 7,1 | 90 | — (125 
4 | 1eem . eine Spur Blei .] 0,0 | — | 0,0 | — | 0,0 
5 |ieem  ,, 0,1g Schwefel .| 4,0 7,5 | 9,3 | 11,5/ — 





entfernen muB, kann dies geschehen z. B. durch Schiitteln mit 
gut gewaschenem PbCQ,. 
Wir kénnen vorlaufig mit Harden vollstindig iberein- 





1} Alcoholic Fermentation §. 69. 
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B ctimmen, daB die Co-Zymase bei Fallung mit PbAc, im Filtrat 
: jmuriickbleibt, obgleich ein Teil in die Fallung iibergehen kann. 
Wir fibren ein typisches Beispiel an (Tabelle 6). 


Tabelle 6. 
eem CQ,. 








Zeit in Stunden 





20 | 950 | 1% 140 | 930 | 300 | 330 | 430 
0,1 of | Of | af | @ | 04 | 04 | 0,5 | 0,9 
0,8 1,5 20 | 28 | 3,4 | 4,8 5.0 | 5,5 6,4 
is. | 22 3,0 | 4,0 | 4,7 | 5,7 6,3 6,8 1,7 


03 | 0,7 | 10] 1,4} 18 | 22] 25 1 27 | 35 























Kolben 1 ohne Co-Cymase, 
2 0,5 cem Kochsaft K 
3 1,0 cem Co-Zymase K') (Filtrat nach PbAc,, behandelt 
mit H,S) entspricht 0,7 ecm K, 
4 1,0 ecm Lésung der Fallung in H,SO,, behandelt mit H,S, 
entspricht 2 cem K. 


_ Wir sehen, daB die Co-Zymase zum gréBten Teil in dem 
Filtrat enthalten ist. Ein kleiner Teil findet sich in der Fallung 
‘und geht bei Behandlung mit Saéuren in Lésung. 
_ Kine Méglichkeit zur Deutung dieser teilweisen Fallung 
-gaben die Resultate der Adsorptionsversuche mit Al(OH), (siehe 
unten). Adsorption (= Salzbildung) mit Al tritt erst in 
_alkalischer Loésung ein.1) Es kénnte angenommen werden, daB 
die Bildung eines unléslichen Salzes auch mit Blei eintritt, 
— — wenn die Lisung mehr alkalisch gehalten wird.?) Ein Ver- 
such, bei welchem die Mischung von Kochsaft und Bleiacetat 
‘durch NaOH auf p, =9 (Phenolphthalein) gebracht wurde, 
ergab auch das Resultat, daB beinahe simtliche Co-Zymase 
jals | Bleisalz gefallt wurde. 










') Man vergleiche hierzu die an Vitamin B und Wachstumsfaktor D 
erhaltenen Resultate; Drummond, Biochem. Jl. Bd. 11, S. 255 (1917) 
Hefefaktoren; Tsukiye, Biochem. Zs. Bd. 131, S. 124 (1922), Reiskleie. 

*) In Mitteil. I (Bd. 131, S. 200) wurde gezeigt, daB bei Fallung mit 
basischem PbAc, die Co-Zymase in der Fillung zuriickblieb. 
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Folgende Serie wurde nun ausgefiihrt: 50 ccm Kochsaft / 
wurde mit Uberschu8 von PbAc, (p,, war ungefahr 6) versetut, 
Die Fallung wurde abzentrifugiert, in HCl gelést und mit H,§ 
behandelt. Die so erhaltene Lisung wurde 7, genannt. Das 
Filtrat der PbAc,-Fillung wurde mit NaOH auf p, = 83 
(Phenolphthalein) versetzt. Wiederum entstand eine grofe 
Fallung. Dieselbe wurde abfiltriert und ein Teil des Filtrats 
wurde mit H,S (Lésung /,) behandelt. Die Fallung wurde 
gelést und mit H,S (Lésung /,) behandelt, Der Rest des 
Filtrats wurde weiter mit NaOH versetzt bis auf p,, = 10 
(Thymolphthalein). Die entstandene Fallung wurde abfiltriert. 
Das mit H,S gefallte Filtrat ist die Lésung V,. Die Lésung 
der Fillung, behandelt mit H,S, ist V,. Die Giarungen mit 
diesen Lésungen sind in der Tabelle 7 zusammengestellt. 




















Tabelle 7. 
ecm CO, in Stunden 

Nr. Co-Zymase ' ) iain | ¢ 

(4° | 1 15 9.00 | 320 
1 ohne 00 0,0 0,0 | 00 
2 leem V 1,5 3,5 6,5 | 9,0 
3 leem JV, 0,1 0,2 03 | 05 
4 leem JV, 0,6 1,3 2 | #8 
5 leem V, os | 89 | 3, 
6 leem V, 0,1 0,2 02 | 0,2 
7 leem V, 01 | 07 <a oe 





Wir sehen aus dieser Tabelle, daB in der ersten Fallung | 
so gut wie gar kein Co-Enzym (p,, = 6) enthalten ist. Die | 
Fallung bei p,, = 8,3 enthalt ungefahr die Halfte der Co-Zymase, 
wihrend die andere Halfte in das Filtrat iibergegangen ist. [ 
Bei p,, = 10 ist die ganze Menge Co-Zymase gefallt und wird 
in der Siurelésung der Fallung wiedergefunden. Es _ geht 
hieraus hervor, daB bei zunehmender Alkalinitat die Salzbildung 
steigt und bei p,, etwa 10 vollstiindig wird. Wie im folgenden 
gezeigt werden wird, gilt fiir die Bindung der Co-Zymase an 
Aluminium genau die gleiche Beziehung. 
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Bemerkenswert ist, daB Embden?) bei seinen Versuchen 
‘qur Reindarstellung von Lactacidogen aus MuskelpreBsaft 
‘ibnliche Verhiltnisse gefunden hat. Bei Fallung mit neutralem 
‘PhAc, ohne Uberschu8 wurde anorganisches und etwas organi- 
‘sches Phosphat gefallt, wogegen Lactacidogen mit basischem 
4 Acetat (eventuell mit Zusatz von NH,) gefallt wurde. 


Reinheitsgrad der bleibehandelten Priparate. 

' Schon durch eine einfache Bleiacetatfaillung bei py = 6 
D wird der Reinheitsgrad ganz wesentlich gesteigert. Bei ver- 
' schiedenen Versuchen mit Kochsaft haben wir bemerkt, dab 
a die Verbesserung prozentuell ziemlich dieselbe ist, und ist es 
F deshalb natiirlich am besten, von einem méglichst reinen 
E | Kochsaft auszugehen. Als Beispiel wahlen wir ein paar der 
pdesten Versuche (die besten Kochsitfte). 


_ 1. Aus dem Kochsaft S (4Co = 100) wurde durch einfache 
; Bleifillung Co-Zymase S’ dargestellt. Das Trockengewicht 


Seg 
a 
= 
Rae 
¥ 


_ Wasser) wurden viel schlechtere Priparate 4Co = 100 — 200 


erhalten. 





war 11,9mg per Kubikzentimeter. Die Girungsgeschwindig- 


: keit war 4,2 com CO,/Stunde. Hieraus erhalten wir 


ACo = 350. 


i 2, Aus dem Kochsaft 2 (vom selben Reinheitsgrad wie S) wurde 


auf dieselbe Weise das Priparat R’ dargestellt (Tab. 11). 
Trockengewicht war 67,5 mg per 5ccm. (Aschengehalt 36°/,); 


E ACo = 870. 


Aus schlechten Kochsaften (z. B. aus Trockenhefe und viel 


; Gewohnlich wurde mit Kochsiften aus frischer Hefe 
4c 0 = 200 — 300 erhalten. 
Die mit Blei gereinigten Co-Zymasepraparate enthalten 


kein freies Phosphat. Dagegen ist ziemlich viel, mit Magnesia 
nicht faillbares Phosphat, vorhanden, das nach Kochen mit 
_/ starker HNO, mit z. B. Molybdat gefallt werden konnte. 


Ferner sind nicht unbedeutende Mengen Mg vorhanden, 


‘ : die mit NaOH oder noch besser mit Phosphat und NH, nach- 
| Weisbar sind, 





: ')Embden u. Laquer, Uber die Chemie des Lactacidogens. 
: I. Mitteilung. 
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Die Lésungen geben starke Molisch-Reaktionen, dagega 
schwache oder gar keine KiweiBreaktionen, mit Ausnahme def 
Ninhydrinreaktion. Mit Fuchsin-schwefliger Sure entstanife 
unter den nétigen VorsichtsmaBregeln, keine Rotfirbung.») : 


Versuche zur Reinigung durch fraktionierte Fallung | 


Da es sich denken liBt, daB eine weitere Reinigung de 
Co-Zymase durch Fiallung mit Blei in alkalischer Lésung 
erfolgen kénnte, wurden folgende Versuche angestellt: 

50 ccm Kochsaft Y (sehr schlecht, aus Trockenhef . 
A Co = etwa 30) wurde mit UberschuB von PbAc, bei Py, =6 
gefallt. Ein Teil des Filtrats wurde mit H,S (Lésung Y’) bef 
handelt. Der Rest des Filtrats wurde mit NaOH auf p, =9if 
versetzt. Die entstandene Fallung wurde abfiltriert, in HP 
gelést und H,S wurde eingefiihrt. Filtrat aus der PbS-Fallung = 
Lésung Y”. In der Tab.8 sind die Girungsversuche angegeber, ; 


Tabelle 8. 








eem CO, nach Stunden 
Nr. Qigua 3s 











045 195 | 930 330° 445 ae : 
1 = 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | of 
2 leem Y 15 | 22 | 5,7 | 70 | 95 | 10,7 
leem Y’ 05 | 142 | 35 | 50 | 62 | 7 
4 leem Y” 0,7 1,3 | 8,6 4,9 6,1 7,0 





Die Trockengewichte waren: J’ 14,0 mg/ccm, 
. «4 

Die Reinheitsgrade waren: ¥Y’:ACo= 86, 
Y¥”:ACo = 170. 


Es scheint also méglich zu sein, auf diese Weise dev | 
Reinheitsgrad noch weiter zu steigern. . 


4. Reinigung mit Aluminiumhydroxyd. 


Schon friiher ist von Euler und Signe Karlsson?) fest: | 
gestellt worden, daB die Co-Zymase von Aluminiumhydroxyd 11 f 





1) Vgl. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 777 (1928). 
2) Diese Zs. Bd. 123, S. 103 (1922). 
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Wegen caurer Losung nicht adsorbiert wird. Auch wir haben dies durch 
1€ der fF yerschiedene Versuche festgestellt. Indessen kann nun, da die 
tstand Versuche mit rohem Kochsaft ausgefiihrt werden, der Phosphor- 
-') gehalt desselben auf eine eventuelle Adsorption stérend ein- 

‘wirken, wie dies auch der Fall ist mit Saccharase.!) Solche 
o : Stérungen sind auch des Ofteren eingetreten. Als Beispiel 
6 de fihren wir einen derjenigen Versuche an (Tab. 9), die regel- 
Osung : maiBiger verlaufen sind. 





























Tabelle 9. 

cem CO, nach Stunden 
Zusatz Seasonal aus 
100 1» 10 900 915 2% 30° 30 

| 

Ohne a Faraatel .. . .fo2!o,3 0,410.4 0,5 0,5 0,6 0,6 
0,5 eem D nicht stein - « « « | 2,5/3,614,9| 5,3] 5,8 16,3:7,1/7,7 
1ecm Filtrat nach Sorption bei py,=6 | 2,2) 2,9)4,3| 5,0) 5,5 /6,1,7,0)7,7 
leem ,, - = > PH=8,5 | 2,6) 3,3) 4,4) 4,8 | 5,3 |5,8)6,5)7,3 
lem ,,  ,, _ , Pr=10 41,5/1,6| 2,1] 2,3] 2,5 |2,7/3,113,5 
0,5cem D 1 Stde. bei py = 10 gehalten |2,4/3,5|5,1/5,7/ 6,3 /6,9|7,8/8.6 




















_ ( Die Adsorption wurde mit gleicher Menge 5°/,iger Al(OH),- 
: Suspension und Kochsaft D unternommen. Die Aciditat wads 
0,6 mit NaOH eingestellt und mit Indicatoren gemessen. Wir 
10,7 i ‘sehen, daB Adsorption weder in saurer noch neutraler Lisung 
4 eingetreten ist. Erst bei p, =10 ist die Adsorption deutlich. 
Bei dieser Alkalinitit wird Co-Zymase nicht zerstért (Versuch 6). 
| ; Durch Anwesenheit von freiem Phosphat treten dadurch Stérungen 
‘cin, daB unlésliche Aluminiumphosphate gebildet werden.*) Die 
_ Adsorption gelingt deshalb nur dann, wenn Co-Zymasepriparate, 
a frel von anorganischem Phosphat, zur Verwendung kommen. 
. In der folgenden Serie sind Priparate verwendet worden, die 

dex a durch Fallung mit PbAc, bei p, =6 gereinigt worden “aa 
| wonach UberschuB von Blei mit H,S entfernt worden ist. Das 

4 Bleisulfid wurde wegfiltriert, ane der gréBte Teil H,S wurde 

fost. Fg um _Vakuum weggesaugt. In der Tab. 10 ist die Garungs- 


0 


“1-1 


d in 7. !) Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 127, S. 118 (1923). 
a *) Euler u. Elsa Eriksson, Diese Zs. Bd. 128, S. 4 (1923); Bd. 128, 
> S. 9 (1923). — Svanberg, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 108, S. 70 (1919). 
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geschwindigkeit der Filtrate nach Adsorption bei verschiedeney 
P,; angegeben. el 
Tabelle 10. de 


4cem Co-Zymase + lecem 5°/,iger Al(OH),-Suspension, davon i com pH 
zur Girung nach 1 Stunde Sorptionszeit und Filtration. 






























































x Pu bei der Stunden o, 
om Adsorption (30 1° 130 900] 2 730| g00 330 | 480| 500 G00 | 700 ae 
j = pens, wen bees i ee a1er = 
1*)(ohne Adsorption)}1,3 |1,9|2,8) 3,8|—|5,8 16,3 —|—|—|— ia 
2 8 1,2 |1,9 2,7/38,5| — |4,8 re fF 
3 5 1,1 | 1,9}2,7|/3,6) — [5,3 (5,9; — —|—| —] — 
4 6,8 1,1 |1,9/2,8/8,7| — |5,6 |6,2;—|—|—|—]| 2 
5 7,0 1,0 1,8! — |3,5/4,1/4,8 5,5/6,8 7,3 8,219.0 | 11 
6 7.2 1,0 |1,9) — |3,5)4,2/4,9 —|—|7,4,—|; -—] 10 
7 7,5 0,8 |1,3|1,7/2,1) — |3,1 3,8) —)}—;—|—]| 41 
8 7,6 — |1,01,8) — |2,0) — 2,9) — | — —|—] 54 
9 8,0 — |0,8/1,0/1,3| (1,5 /1,8 '2,1|2,6|2,8/3,3/3,6 | 67 
10 8,2 0.6 0,9/ 1,1) 1,8. 1,5)1,8 }2,1;, —|—,—| —]| 67 
11 8.9 — |0,3| (0,4 0,6 0,8 0,9 |1,1}1,5/1,8)2,1|2,4 | 82 
12 9,2 0.2 (0,4) —|0,8 10,9) — —|1,2!|— —|—] 84 | 
13 9,9 0,05] — | —|—| —|o,05] — | — | — | — |0,05} 100 7 
14 10,2 0,2 — |0,2 — — (0,2 0,2; — |) — nit see 2 
| 
*) 0,8 com Co-Zymase PR’ aibsatilie 1 cem Filtrat bei der Adsorption. 
100 Cs 
90 rae 
% Adsorbiert {to 
80 
yf 
70 —— 
—O-0O-—~ 


60 [ 


duit 
50 


40 


x [ 


20 Pi 
10 +-O— 
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DaB wirklich eine Adsorption und nicht eine Zerstérung 
eingetreten ist, wird im folgenden gezeigt. In der Tab. 11 ist 
derselbe Versuch wiederholt mit einem anderen Co-Zymase- 
priparat. Graphisch sind die Resultate in Fig. 1 dargestellt. 


Tabelle 11. 
(Vgl. bei Tab. 10.) 








Stunden | 









































Nr Pu bei der d 
NT. . ae Gene Ga | 
Adsorption (930 | 400 | 900} 915 230 | 310 | 350 430 | 530 | biert 
1 | ohne Co-Zymase |0,0| 0,0 0,0| 0,0|0,0]0,0| 0,0] 0,0] 0,0] — 
2 10,8 ccm Co-Zym. ’} 0,9 | 2,8 | 6,8 | 7,6 | 8,3 | 9,5 |10,8]11,5|12,4) — 
3 7,0 0,511,8:4,4/5,1|5,917,5| 8,7} 9,6/10,8] 31 
4 8.0 0,3 | 0,8 | 2,0! 2.3 2.6 | 3,3 4,0| 4,6| 5,5] 71 
5 9,0 0,2|0,4/0,8/ —|0,9/ 1,0} 1,1] 1,2] 12] 89 
; 10,0 01;—|—!—]|—)01] — | — | 0,1] 100 











Tab. 12 stellt eine analoge Versuchsreihe dar, jedoch mit 
der doppelten Menge Al(OH),. Wir sehen, daB die Beziehung 
der Adsorption zu p,, die gleiche ist. Daraus ergibt sich, 
daB die Ursache des Kintretens der Adsorption bei héheren p,, 
nicht in einer Verinderung des Aluminiumhydrats liegen kann. 
Die zur Girung verwendeten Liésungen wurden natir- 
lich immer bis zu p,, =6,5 neutralisiert.) 


Tabelle 12 


4eem Co-Zymase R’ + 2cem 5°/,iger Al(OH),-Suspension. Nach einer 
Stunde wurde filtriert und 1 cem Filtrat zum Girungsversuch genommen. 


























; CO, nach Stunden 
Nr. Pu bei der s wine 2  * 
Adsorption 20 | 00 | 115 | 150 | 94s adsorbiert 
2.5 0,3 | 0,6 | 08 1,1 | 1,6 ie 
2 6,0 05 | 21 | 2,7 | 4,9 | 67 7 
3 8,6 0,2 | 0,3 | 0,5 0,7 0,9 87 
4 10,0 00 | — | 00 | — | of 100 
5 0,67 cem R’ 0,6 | 2,6 | 3,3 | 5,4 | 7,2 , 
6 | do. 1 Stde. bei pyy=10,5] 0,5 | 2,1 | 2,6 | 3,9 | 5,2 — 
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Tabelle 13. 


1ccm Co-Zymase + wechselnde Mengen Tonerdehydrat. 



































ecm CO, durch 1ecm Filtrat nach Stunden} ° 
Nr Menge 3 — 
Al(OH),-Oxyd 030 | gt | 400 | 430 | 445 | go | gto bien 
1 0 13118] 26] 40] 4,7) 54/81) — 
2 0,77 mg 0,4 | 0,9 | 1,8 | 21 | 25 | 30! 50] 3g 
3 1,54 ,, 02 | 06110 | 20)25!29) 49] 40 
4 a 0,2 | 0,4 | 0,8 | 1,4 | 1,7 | 2,0 | 3,7 | 54 
5 “a » 0,0 | 0,2 | 0,4 | 0,8 | 1,0 | 111 1,6] 81 
6 |ohne Co-Zymase} 0,0 | — | — | 00; — | — | 00 _ 











In Tab. 13 sind Versuche mit verschiedenen Mengen Al(OH, ' 


zusammengefaBt. (Das Hydrat, das bei allen vorherigen Ver. 
suchen verwendet wurde, war nach Willstitter hergestelk 
lange gekocht und hatte danach etwa 8 Monate gestanden, 
Die Adsorptionsversuche sind bei p,,=9,5 ausgefiihrt. De 


Reinheitsgrad des Co-Zymasepriparats war ACo = 320. Didi 


Salzbildung (oder Adsorption) wechselt sehr stark mit de 
Aciditait, weshalb die in der Tabelle angegebenen Werte kein 
Berechnung der Aquivalente oder dgl. gestatten. Die Versuct 
kénnen jedoch als Ausgangspunkte dienen fiir angeniihert 





Bestimmungen der zur Adsorption nétigen Menge Aluminiun- ; 


hydrat. 


Die Wirksamkeit des Sorbats (Elution). 


Da die Co-Zymase bei der Salzbildung méglicherweis 


irgendwie inaktiviert werden kann, wurde folgende Versuch: 
serie gemacht. 100 ccm Co-Zymase R’ (siehe Tab. 11) wurde 
mit 20ccm Al(OH), (= 0,3 g Al,O,) bei p,, = 10 versetzt. Nac 
11/, Stunde wurde das Hydrat abfiltriert, wonach ,,Filtrat | 
erhalten wurde. Das Hydrat wurde hierauf mit 80 ccm H,! 
= ,,Filtrat 2“ gewaschen, worauf das Hydrat in 80 ccm Wasse! 
aufgeschlimmt und soviel HCl hinzugesetzt wurde, da die 
Aciditit p, = 4,5 wurde. Danach wurde !/, Stunde geschiittelt 
und filtriertt = ,,Filtrat 3“. Mit diesen Liésungen wurdel 





Girungen angestellt. Von der Aufschlimmung wurde vor de! : 
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isiurebehandlung so viel genommen als 2 ccm A’ entspricht 
{,Aufschlammung“) Tab. 14. 


Tabelle 14. 

















ecm CO, nach Stunden 

B Nr. Zusatz 7 | 
Q30 «#5 | 490 | 418 | 130 | 445 | g00 | goo 
’ | | | | | 

2 1 | ohne Co-Zymase . | 0,0 | — | 0,0 | — |— | — | 0,0 | 0,0 
Ate ae oe, eee 
/3 | 1cem Filtrati .| 00 |) — | 0,0 > — | 0,0 | — | 0,0 | 00 
Pi}icem , 2.100) — | 00] — | 00 | — | 00 | 0,0 
Bsilicm , 8 ./00} —|00]/ — | — | 0,0 | 0,0 | 0,0 
» 6 | 1 cem Aufsehliim- | | 

mung .. .j| 1,9 | 3,0 | 4,5 | 5,9 | 7,1 | 84) — | — 











Wir sehen, daB die Adsorption vollstaindig ist, dab 
die Co-Zymase bei Waschen mit Wasser nicht in Lésung 
veht, ebensowenig wie beim Schiitteln mit Sauren, 
Was man sonst hatte erwarten kénnen. Aus dem letzten 
Versuch geht hervor, daB die sorbierte Co-Zymase wenigstens 
un gréBten Teil wirksam ist. Ob dies daran liegt, daB die 
(o-Zymase durch die Gegenwart von Phosphat eluiert wird, 
niissen weitere Versuche ergeben. 


Weitere Versuche zur Elution. 


' Da die Co-Zymase in saurer Liésung bis p,, = 6,7 nicht 
adsorbiert wird, dagegen aber in alkalischer Lésung, so ist es 


jwabrscheinlich, daB dieselbe in saurer Lisung aus dem Adsorbat 


eluiert wird. Schon in der vorigen Serie wurde indessen 
gezeigt, daB eine Elution bei p,,=4,5 nicht eintritt. In der 
folgenden Serie sind einige weitere Versuche angegeben. 
20 com #’ wurden bei p,, = 10 mit 5 ccm Al(OH), adsorbiert. 


Wie Fallung wurde abzentrifugiert und gewaschen. Hierauf 


wurde mit verschiedenen Lésungen eluiert und die Volumina 
‘urden so abgepaBt, daB die Elutionslésung bei 100°), Elution 
fieselbe Aktivitaét erhielt wie 2’. 

_ Wir sehen, daB durch Sauren bei p, =3 kaum eine 
tlution eintritt. Auch Glucoselésung hat keine ausliésende 
| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 9 
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Tabelle 15. 








~<a, 






































ecm CO, nach Stunden 
Nr. Co-Zymase Elutionsmittel Ae 

045 1°° 13° 900 930 3.00 
1 Johne Co-Zymase — 0,0; — |0,0; — | 0,0 -— 
2 }leem R’ . . cs 1,7 | 2,8 | 5,0 | 6,8 | 7,9 3, 
3 |1cem Sorbat . — 1,8 | 2,0 | 8,7 | 5,5 | 6,7 | 7,8 
4 |1eem Elution . HCl py=5 0,3 | 0,4 | 0,6 | 0,7 | 0,8) 08 
5 » Pu=4 0,3 | 0,5; — | 0,81 — | 19 
6 ss » Pu=38 0,2 | 0,3 | 0,5 | 0,9 | 1,2 | 15 
7 e 1°/, Glukose 0,3 | 0,4 | 0,5 | 0,6 | 0,6 | 0.6 
8 a 1°/, Phosphat py, = 6,3 | 0,3 | 0,6 | 0,8 | 1,3 | 1,5 | 1,7 





Wirkung. Merkwiirdig genug ist die vom Phosphat eluierte 
Menge Co-Zymase ziemlich unbedeutend. Da das Sorbat an. 
nahernd volle Wirksamkeit zeigt, diirfte die Co-Zymase 
wahrscheinlich auch in adsorbiertem Zustand wirk. 
sam sein. 

Indessen war es méglich, daB die Co-Zymase in adsor- 
biertem Zustand fiir Siuren ganz besonders empfindlich ist, 
und also bei Elutionsversuchen einfach inaktiviert wurde. Deshalb 
wurde folgende Serie ausgefiihrt. 50 ccm 4’ wurden bei 
P,, = 10 mit 10 ccm Al(OH), versetzt. Nach 1 Stunde wurde 
filtriert und gewaschen = ,,Filtrat“ (vgl. Tab. 16). 


Tabelle 16. 
































cem CO, nach Stunden 

Nr. Co-Zymase i 
05° 115 900 300 | 510 

Se nema = 

1 | ohne Co-Zymase. . . .| 0,0 | 0,0 | 00 | 00 | 0, 
2 DN ee ie OG 3,6 5,5 7,0 9,1 11,8 
3 | 1ccem Filtrat. . . . .] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
4 | 1ceem AufschlimmungI.] 1,5 2,4 8,5 5,0 7,2 
5 | 1cem Saureextrakt. . .] 0,5 0,6 0,7 0,8 1,3 
6 | 1eem AufschlimmungII.] 0,7 ~~ 1,1 1,7 2,5 4,U 








Al(OH), wurde in 50 ccm H,O aufgeschlimmt. Kin Tel 
wurde zur Girung zuriickbehaliten = ,,Aufschlammung“. De! 
Rest wurde mit Siure versetzt bis p,—3. Nach 1/, Stunt? 
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wurde eine Probe entnommen teils von der Aufschlimmung 


— ,Aufschlammung II, teils wurde filtriert = ,Saureextrakt. 
Wie wir sehen, ist eine Elution nicht erreicht worden, 


' obgleich das Sorbat noch immer wirksam war, wenn auch teil- 
 weise inaktiviert. 


Versuche mit frischgefalltem Al(OH), 
(Aluminiumsulfat + NaOH). 


Sei es, daB die Bindung der Co-Zymase an Aluminium 


: als eine Adsorption oder als eine Salzbildung anzusehen ist, 
so war zu erwarten, daB die besten Resultate auf die Weise 


erzielt werden wiirden, daB die saure Co-Zymaselésung mit 
z. B. Aluminiumsulfat versetzt wurde und danach NaOH auf 


: p,, = 10.1) Es wurde zuerst folgende Serie ausgefiihrt. 


50 ccm Co-Zymase S’ wurden mit 200 mg Al,(SO,), + 18 H,O 


versetzt. Danach wurde NaOH bis zur Blaufarbung von 
4 Thymolphthalein zugesetzt. Die Fallung wurde abfiltriert 
(,Filtrat“, mit 50 com Wasser gewaschen (,,Waschflissigkeit“), 
' wonach dieselbe in Wasser aufgeschlimmt und so viel HCl 
q zugesetzt wurde, daB der gréBte Teil der Fallung in Lésung 


ging. Teils wurde diese triibe Fliissigkeit (wovon 1 ccm 


_ 1,5 cem 8’ entspricht) = ,,Suspension“ verwendet, teils wurde 


die Triibung wegfiltriert und die klare Lésung wurde verwendet 
= ,Siureextrakt“. 
Tabelle 17. 
































eem CO, nach Stunden 
Nr. Co-Zymase — _ 
03° 955 195 142 925 
] ohne Co-Zymase . . . 0,0 — 0,0 0,0 0,0 
2) tome. ci. . eee? eS 2 ee) ae ee 
3 leom Piltvmat ... . 0,0 a 0,1 0,1 0,1 
4 1 cem Waschwasser. . 0,0 _ 0,0 0,0 0,0 
3 1 cem Siureextrakt . . 0,1 = 0,1 0,1 0,1 
6 1 cem Suspension. . . 1,0 8,2 — 6,3 _ 





Wir sehen, daB die Co-Zymase quantitativ von der kleinen 





') Vgl. Euler u. Ragnar Nilsson, Diese Zs. Bd. 134, S. 22 (1923). 
9* 











126 H. v. Euler und Karl Myrbick, 


Al-Menge (200 mg Sulfat entsprechen 35 mg Al,O,) gebundey 
worden ist. Co-Zymase ist mit dem Waschwasser nich: 
in Lésung gegangen. Bei der Sidurebehandlung ist dj 
Co-Zymase nicht beschadigt aber auch nicht gelést wordey, 

In den folgenden Versuchen wurde die Al-Menge noc} 
weiter vermindert. 

50 com Co-Zymase 7” (Cf = 145) wurden mit NaOH bis 
P;, = 9,5 versetzt. (Im Trockengewicht ist NaOH (Asche 50°) 
enthalten, so daB 4 Co eigentlich bedeutend hoher ist.) Danach 
wurden 100 mg Al,(SO,), + 18H,O in 5 ccm Wasser gelist 
zugesetzt. Die Fallung wurde abfiltriert (,,Filtrat“, gewaschen 
(,, Waschfliissigkeit“) und wurde danach in 45 com Wasser aut. 
geschlammt. Kin Teil wurde zur Giarung zuriickbehalten 
(,, Aufschlammung“), der Rest in H,SO, (p,, = 6,5) (Saureldsung 7) 


gelést. 
Tabelle 18. 








eem CO, nach Stunden 














Nr. Co-Zymase lp acancistinenid seapiatian 
(30 | 19 | 435) |) «g0 | ose 
————— —— ——— —— | —— ———— 
1 ohne Co-Zymase . . . 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 
2 Per sh oe OSES 1,9 4,3 6,6 8,3 | 10.2 


3 jeom Pilteat ..... 0,1 0,3 1,2 1,8 2,7 
4 1 ccm Waschwasser. . 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
5 1cem Aufschlimmung . 1,9 4,5 7,2 8,8 | 10,4 
6 [ea «eae 0,3 | 2,5 5,2 | 6,9 8, 




















Die Adsorption ist beinahe vollstiindig. Die Aufschlammung 
des Sorbats ist stark aktiv. Die Aktivitit bleibt bestehey, 
wenn das ganze Sorbat in H,SO, gelést wird. 

Die Lésung 7, gibt eine Garungsgeschwindigkeit vou 
4,3 com CO,/Stunde 10 ccm der Al-haltigen Liésung wurden 
eingedunstet und der Riickstand zur Gewichtskonstanz bei 120" 
getrocknet. Das Trockengewicht war 0,0430g oder per Kubik- 
zentimeter 0,0043 g. 

Wir erhalten dann fiir 7, (obgleich Aluminiumsulfat zum 
groBen Teil im Trockengewicht enthalten ist) 

4,3 
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Der Aschengehalt (nach starkem Gliihen mit Geblise) 


e war 41°/,. 


Wirkung des Arseniats. 


Harden und Young haben festgestellt, daB ein Zusatz von Arseniat 


' oftmals eine aktivierende Wirkung auf die Zymasegirung hat. Durch 
© yerschiedene Versuche haben sie es wahrscheinlich gemacht, daB die 


a 


Aktivierung auf einer Steigerung der Wirksamkeit der Phosphatase beruht; 


' sie haben z. B, die Bildung von freiem Phosphat aus Zymophosphat 


a 
sas 


© durch PreBsaft mit und ohne Zusatz von Arseniat verglichen. Bei einem 


Versuche wurde ungefahr die Tfache Menge Phosphat freigemacht. ') 
Wir haben einen thnlichen Versuch angestellt, indem wir Ver- 


' girung von Zymophosphat (gemessen durch die Kohlensiurebildung) 





Hine ass atiae Ieee 
cn ee ano en 





' durch Trockenhefe mit und ohne Zusatz von K-Arseniat verglichen. 






















































































P Tabelle 19. 
' Vers. 1. 0,2 g ‘Trockenhefe, 0,1 g Zymophosphat, Py = etwa 6. 
2. 0,2 ¢ ” 0,1 g ” 2,9 lo Pht., ” 
iq 3. 0,2 g ” 0,1 g ” 2,5°/, Ars., ” 
4 Volumen wie gewohnlich 2 cem. 
e Zeit 
B | 0% | 19] 190) 200) 980) 315] gs0| 510) §35| 98 | 249°] 25 | 26 | 28 
, | 
4 os 7 — eas, A Ses : 
| 1110 | 1,7 | 2,6 | 3,4 | 4,9 | 5,2 | 5,8 | 5,7 | 5,8 |10,4/10,9| 11,2| 11,4) 11,6 
2104 | 0,8 | 1,7 | 9,5 | 3,4 | 3,7 | 4,1 | 5,6 | 7,1 |14,8) 15,5 16,1/16,5) 17,8 
3 313.2 4,8 5,4 | 5,6 | 5,8 | 5,91 5,9 | 6,0 | 6,0 | 6,0} 6,0) 6,0) 6,0) 6,0 
: 8 ~ 
e . as ne i ae 
os —— “ 
: | Pag Pd 7 
ae 7 ya 
ie / (7 +? 
a } 17 . 
. ol j....t A Me 
bo / 4 
| ~%2 
47% 
les" 
7 


2 3 4 5 6 St. 


Fig. 2. 


‘) Aleoholic Fermentation 2. Aufl., S. 127. 
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Aus der Tabelle und Fig. 2 geht hervor, daB die Garung }yj 
Gegenwart von Arseniat (Kurve 3) anfinglich viel kriftiger ist als di. 
Girung ohne dies Salz. Die Gegenwart von freiem Phosphat aktiviey 
die Gdrung von Zymophosphat nicht (Kurve 2). Unserer Ansicht na¢ 
mu8 dies in Betracht gezogen werden bei der Diskussion iiber die Roll: 
des Phosphats bei der Girung. 

Jedenfalls entsprechen unsere Versuche der Auffassung Hardens. 
daB die Phosphatase von Arseniat aktiviert wird. 


Wirkung des Glycerins. 


Im Anschlu8 an einige iltere Versuche') und mit Riicksicht au 
die beachtenswerte Tatsache, daB auch ziemlich groBe Konzentrationey 
Glycerin die Girung nicht wesentlich hindern, wurde folgende Versuchs. 
reihe angestellt mit gew6hnlicher Zusammensetzung der Girungsmischung 
+ verschiedenen Mengen Glycerin. 



































Tabelle 20. 
“ij ecm CQO, nach Stunden 
Nr. /o ——_—_ i [eaiceninegsenestnaieansdinas ineedolieeanacins 
Glycerin 03° 1 300 430 | 00 390. 6«| CCM C0, 
i | | pro Std. 
= ee ; | ———— 
1 0 1,0 2,3 6,5 | 8,3 98-/ 108 | 2,1 
2 25 5 | 15 | 50 | 68 | 82 | 98 18 
3 38 02 | 07 | 36 | 52 | 68 | 7,6 15 
4 50 03 | 08 | 30 | 42 | 58 | 6,9 1,1 
5 63 0,0 0,1 | 02 0,4 il | afi lO 
6 15 0,0 | 0,0 | 01 | 01 | 01 | Of | 00 
| | | | 





Wir sehen aus der Fig. 3, daB 25°/, Glycerin nur wenig hemmt. 
Bei weiterem Zusatz von Glycerin wird die Girungsgeschwindigkeit 
jedoch geringer und sinkt bei etwa 68°/, Glycerin auf Null. 


5. Analysen des Praparats 7',. 


Da das Praparat 7, Al enthilt, dessen Menge nicht leichi 
zu bestimmen ist, sind die analytischen Ergebnisse selbst: 
verstandlich nicht genau. Wir fiihren jedoch folgende an: 

5cem der Liésung (= 21,5 mg Al-haltige Substanz) wurde 
mit 2ccm konz. H,SO, gemischt und nach Kjeldahl ver 
brannt. Hierauf wurde Phosphat mit Molybdin nach Lie! 
gefallt. Hierbei wurden 16,420 mg Phosphormolybdat, ent: 
sprechend 0,239 mg P, erhalten, oder 1,11°/, P. 





1) Diese Zs. Bd. 133, 2. Abh., S. 263 (1924). 
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4,525 mg Substanz wurden nach Dumas-Preg] verbrannt. 


; Die Analyse verdanken wir Herrn K. Josephson.) Erhalten 
| wurde 0,112 com N, (20°, 736 mm) somit 2,79°/, N. 
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Der Gehalt an Aluminiumhydrat kann beim Trocken- 
praparat auf etwa 50°/, geschatzt werden und erhalten wir 
approximativ fiir dieses Praiparat 


ACo = 2000, 
P = 2*/,, 
N = &5*,. 


Kine GréBe, die nicht von dem unbekannten Gehalt von 
Al abhangig ist und fir den Vergleich zwischen verschiedenen 
Priparaten von wesentlicher Bedeutung sein kann, ist 





A ____ Aktivitit per ccm Lésung 
‘P ~ P-Menge per cem Liésung (mg) 
Wir finden 
2 ee a . 


P ~ 0,048 





Uber den Ammoniakgehalt des Blutes. 
Von 


Stanley R. Benedict und T. P. Nash jr. 


—- 


(Aus dem Departement of Chemistry, Cornell University Medical College 
New York City, U.S.A.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1924.) 


Im Jahre 1921 haben wir zwei Arbeiten verdéffentlicht, 
in denen wir zu dem SchluB8 gelangten, daB die Nieren die 
Hauptstelle — wenn nicht gar die einzige Stelle — der 
Ammoniakbildung im Organismus darstellen. Die Uberlegungen, 
die uns dazu fihrten, diesen Standpunkt einzunehmen, waren 
kurz folgende: 

1. Der Ammoniakgehalt des Blutes ist nicht groB genug, 
um die Konzentration des Harnes am Ammoniak erkliren zu 
kénnen, es sei denn, daB man eine wesentlich starkere Ent- 
fernung des Ammoniaks aus dem Blut durch die Nieren an- 
nimmt, als man tatsichlich nachweisen kann. 

2. Unter Bedingungen, die eine starke Vermehrung des 
Harnammoniaks gegeniiber der Norm herbeifiihren (Phlorhizin- 
diabetes, Siurezufiihrung), findet man keinerlei Zunahme des 
Ammoniakgehaltes im Blute. 

3. Nach vollkommener Ausschaltung der Nierenfunktiou 
durch doppelseitige Nephrektomie oder Ureterenunterbindung, 
steigt der Ammoniakgehalt des Blutes nicht an. 

4. Die Zufihrung von Alkali in einer Menge, die dazu 
ausreicht, das Ammoniak im Harn zum Verschwinden zu 
bringen, fihrt zu keiner deutlichen Anderung des Ammoniak- 
gehaltes im Blute. 

5. Das Nierenvenenblut enthalt deutlich mehr Ammoniak 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, S. 463 (1921); Bd. 51, S. 183 (1922). 
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als das arterielle Blut. Wenn das Harnammoniak aus dem 
Blutammoniak stammen wiirde, miiBte gerade das Umgekehrte 
der Fall sein, und man miiBte ein derartiges Verhialtnis in 
geniigend grofen Untersuchungsreihen nachweisen kénnen. 

Die ersten drei von den oben angefiihrten Punkten sind 
durch die Arbeiten anderer Autoren bestatigt worden, und 
bisher hat niemand gezeigt, daB die geringen Mengen Ammo- 
niak, die das Blut enthilt, sich im Verhaltnis zu dem von 
den Nieren ausgeschiedenen Ammoniak Andern. 

Kirzlich hat Henriques’) den Ammoniakgehalt im Blute 
der Carotis, Vena cava und Nierenvene einem Vergleiche unter- 
zogen und angegeben, daB kein nennenswerter Unterschied im 
Ammoniakgehalt dieser 3 GefiBe gefunden wird. Er zieht 
daraus die Folgerung, da unsere Theorie der Ammoniak- 
bildung in der Niere experimentell nicht verbiirgt sei. 

Wir sehen diese Frage als sehr wichtig an und wollen 
daher auf eine kurze Diskussion der Arbeit von Henriques 
iiber den Ammoniakgehalt des Blutes eingehen. Die erste 
Frage von Interesse in diesem Zusammenhang ist die nach 


| dem wirklichen Ammoniakgehalt im Blute derjenigen Tierart 
a ‘Hund), mit der Henriques sowohl wie wir arbeiteten. Fiir 
_ das Carotisblut des Hundes erhielt Henriques einen Durch- 


schnittswert von 0,26 mg Ammoniak-N auf 100 ccm Blut. Wir 
erhielten einen Durchschnittswert von 0,088 mg auf 100 ccm, 
also nur 1/, des Wertes von Henriques. Da wir auBer 
Zweifel lieBen, daB die von uns angewandte Methode Ammoniak- 
mengen, die zu Wasser oder Blut zugesetzt werden, hinreichend 
genau wiederfindet, und daB die Methode mit ammoniakfreiem 
Wasser oder mit Blut, aus dem das Ammoniak durch Durch- 
liftung zuvor entfernt worden ist, mit zufriedenstellender Ge- 
nauigkeit Nullwerte liefert, so haben wir die Uberzeugung, dab 


_ unsere Zahlen iiber den Ammoniakgehalt des Hundeblutes der 
_ Wirklichkeit niher kommen. Wir glauben dies besonders auch 
_ aus dem Grunde, weil Folin und Denis?) schon friiher iiber 
'gleichartige Werte im Katzenblut berichteten. 





*) Festschrift fir Albrecht Kossel. Diese Zs. Bd. 130, S. 39 (1928). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 161, 527 (1912). 
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Henriques hat eine ganz andere Technik der Ammoniak. 
bestimmung als wir angewandt. Unsere Arbeit zeigt, dag 
man zur Erzielung ganz genauer Werte VorsichtsmaBregely 
gegen die Kinwirkung des Ammoniaks der Laboratoriumsluft 
oder der Reagenzien treffen muB, ein Punkt den Henriques 
ganz vernachlassigt hat. Wir glauben, daB die Durchliiftung 
einer groBen Fliissigkeitsmenge wihrend 3 Stunden, der eine 
nochmalige Destillation, wie sie Henriques anwendet, folgt, 
im Vergleich zu unserer Methode eine sehr rohe und ungenaue 
Art zur Bestimmung des Ammoniaks im Blut darstellt. Uns 
wenigstens gelang es nie mit einer derart umstindlichen 
Methode bei blinden Versuchen zufriedenstellende Werte zu 
erhalten, aber auch Henriques hat nicht gezeigt, daB er das 
kann. Die Moglichkeit der Zuriickbestimmung von Ammoniak, 
das man zu Blut zugesetzt hat, ist nicht das einzige wichtige 
Kriterium der Brauchbarkeit einer Methode zur Bestimmung 
von Ammoniak im Blute. GroBe Mengen Ammoniak sind 
leicht zu bestimmen. Wenn bei einer angewandten Methode 
ein blinder Versuch nicht ein voéllig negatives Resultat ergibt, 
so ist diese Methode zur genauen Untersuchung des Ammoniak- 
gehaltes im Blute ungeeignet. 

Wendet man, wie Henriques, ein anderes Verfahren zur 
Bestimmung des Ammoniaks an, und zwar eines, das fiir 
arterielles Blut einen Wert ergibt, der um etwa 300°/, hoher 
ist, als der von uns erhaltene, so ist es nicht weiter zu ver- 
wundern, daB die von Henriques angegebenen Vergleichs- 
zahlen nicht mit den unsrigen genau zusammenfallen. Doch 
ist es vielleicht beachtenswert, daB die Mittelwerte, die Henri- 
ques fiir den Ammoniakgehalt im Blut der Nierenvene e- 
hielt, wenn die Unterschiede auch nicht gro sind, doch hoher 
waren, als in einem der beiden anderen analysierten Blutarten. 

Gehen wir auf die Versuche von Henriques im einzelnen 
ein, so finden wir, daB im Versuch 1 von Henriques das 
Nierenvenenblut etwa 10°/, mehr Ammoniak enthalt, als das 
der Carotis. Versuch 2 ergibt ungefihr das gleiche Verhiltnis 
Versuch 3 fast 40°/, mehr, Versuch 4 10°/, weniger, Ver- 
such 5 wieder 10°/, mehr zugunsten des Nierenvenenblutes. 
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Es ergeben also 4 von den 5 Durchschnittswerten eine Er- 
héhung des Ammoniakgehaltes im Nierenvenenblut. 

Besieht man sich die einzelnen Analysen, so findet man 
92 vergleichende Bestimmungen des Carotis- und Nierenvenen- 
blutes angegeben. Von diesen 22 Hinzelanalysen ergeben 5 
ein Mehr an Ammoniak zugunsten des Carotisblutes, eine 
ergibt fiir beide Blutarten den gleichen Wert, und 16 (72°/,) 
ergeben ein Mehr zugunsten des Nierenvenenblutes. 

In jedem der 8 Versuche, in denen auch das Blut der 
Vena cava mitanalysiert worden war, enthilt das Nierenvenen- 
blut im Mittel mehr Ammoniak als das der Vena cava oder 
Carotis. 

All diese Unterschiede, die fiir unsere Auffassung sprechen, 

erscheinen zu groB, um sie nur als Zufallsbefunde ansehen zu 
kénnen, trotz der fragwiirdigen Methode, die Henriques an- 
wandte. , 
So glauben wir, daB Henriques trotz seiner ganz rohen 
Methode Ammoniak im Blute zu bestimmen, unserer An- 
schauung tiber die Entstehung des Harnammoniaks, nur eine 
Stiitze verliehen hat. Er hat fir sie dadurch, daB er im 
Nierenvenenblut nicht einen verminderten Ammoniakgehalt ge- 
funden hat, einen weiteren Beweis erbracht, der nicht in Ein- 
klang zu bringen ist mit der Ansicht, daB das Harnammoniak 
direkt aus dem Blut durch die Nieren ausgeschieden wird. 

Zum Schlusse miissen wir bemerken, daB Henriques 
zwar die Méglichkeit erwihnt, daB man unsere Befunde an 
dem Nierenvenenblut als Folge des Versagens der Nieren- 
sekretion erklaren kénne, aber nicht darauf hinweist, da8 wir 
Untersuchungen angestellt haben, die sich gerade mit diesem 
Gesichtspunkt befassen. In diesen Versuchen an Phlorhizin- 
hunden haben wir gezeigt, daB waihrend der Dauer unserer 
Versuche die Harnsekretion unbehindert war, und, daB das 
Nierenvenenblut mehr Ammoniak als das arterielle Blut ent- 
hielt. In zwei dieser Versuche konnten wir zeigen, dab, 
wahrend der Zuckergehalt des Blutes bei den Durchstrémen 
der phlorhizinvergifteten Niere abnahm, der Ammoniakgehalt 
deutlich zunahm. 








Fortgesetzte Studien iiber die Struktur des Eiweif&molekiils, 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a, S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Marz 1924.) 


Die im hiesigen Institut ausgearbeitete Methodik des 
stufenweisen Abbaus von Proteinen unter systematischer An- 
wendung geeigneter Lésungsmittel fiihrt, wie man nach den 
vorliegenden Erfahrungen wohl zum Ausdruck bringen darf, 
stets zu einem Erfolg. In keinem einzigen Falle hat die 
Methodik bis jetzt versagt. Es ergeben sich Verbindungen, 
die aus mehr als einem Baustein bestehen. Zum grdéBten Teil 
handelt es sich um gut krystallisierende und infolgedessen 
leicht in reinem Zustande gewinnbare Verbindungen. Die 
meisten davon sind optisch-inaktiv. Fast durchweg handelt 
es sich um Anhydride. Ihr Vorhandensein 1laBt sich, ab- 
gesehen von den allgemeinen Eigenschaften, dadurch sicher- 
stellen, daB nach erfolgter Aufspaltung Aminostickstoff in Er- 
scheinung tritt, der vorher nicht nachweisbar war. Ein wich- 
tiges Kriterium ist offenbar ferner der negative Ausfall der 
Ninhydrinprobe vor der Aufspaltung der Ringe. Nach dieser 
wird die Reaktion positiv. 

Kocht man Glycinanhydrid mit Wasser, und priift man 
von Zeit zu Zeit eine Probe mit Ninhydrin, dann erhalt man 
keine Blaufarbung, selbst wenn das Kochen lange Zeit fort- 
gesetzt wird. Kocht man das Anhydrid direkt mit Ninhydrin, 
dann tritt nach etwa 10 Minuten schwache Rotfairbung ei. 
Nach 40 Minuten ist die Lésung tief blau gefarbt. Es tritt 
offenbar unter der schwach sauren Reaktion der Ninhydrinlésung 
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Aufsprengung des Anhydridringes ein. Diese Erfahrungen haben 
wir dazu benutzt, um zu priifen, wie verschiedene Proteine und 
insbesondere Proteinoide sich gegen Ninhydrin verhalten. Die 
gewohnlichen Proteine, wie Casein, Albumine, Globuline usw. 
firben sich beim Kochen mit Ninhydrin sofort blau. Auch 
Elastin und Keratin verhalten sich gleich. Dagegen wird Seiden- 
fibroin beim Kochen mit Ninhydrinlésung nicht blau gefarbt. 
Kocht man es mit Wasser, und priift man von Zeit zu Zeit 
Proben auf das Verhalten gegen Ninhydrin, dann fallt die Probe 
stets negativ aus. Wird Seide direkt mit Ninhydrinlésung ge- 
kocht, dann tritt allmahlich eine Gelbfarbung, jedoch keine Blau- 
firbung auf.!) Diese Feststellung spricht dafiir, daB in der 
Seide nicht nur Polypeptidketten vorhanden sein 
kénnen, vielmehr erscheint die Anhydridnatur er- 
wiesen. 

Wir betrachten einstweilen jedes einzelne Ergebnis auf 
diesem Gebiete der Forschung als Material zur Entscheidung 
der Frage, ob aus EiweiB Verbindungen herausschialbar sind, 
die ihrer Zusammensetzung und ihrem Aufbau nach in Einklang 
mit der Vorstellung eines primiren Vorhandenseins aller be- 
kannten Aminosiuren stehen. Ferner ergibt sich die Frage, 
ob die siureamidartige Verkniipfung der KiweiBbausteine allein 
in Frage kommt, oder aber, ob noch andere Bindungsarten 
méglich sind. Bis jetzt verfiigen wir iiber keinen einzigen 
Befund, der gegen die Vorstellung sprechen wiirde, wonach 
im Kiwei8 die bekannten Aminosiuren als Bausteine vor- 
_ handen sind, Eine sekundire Bildung von solchen bei der 
' vollstiindigen Hydrolyse aus Atomkomplexen noch unbekannter 
Natur erscheint wenig wahrscheinlich, wohl aber besteht die 
Méglichkeit, daB unter siiureamidartiger Verkniipfung Anhydride 
im Kiwei8 vorhanden sind. Ferner ist die Wahrscheinlichkeit 


& 
FY 
aie 
a 
a 


4 
4 
3 
% 
Z ia 
3a 















n § 

, | 0b, daB die einzelnen EKiweiBbausteine in ihrer Verkupplung 
. — (2 tautomeren Formen auftreten kénnen. Die besonderen 
, — “igenschaften mancher Proteinarten im genuinen Zustande sind 
+] pos : ‘ : ee 

_ vielleicht zum Teil auf besondere tautomere Strukturen zuriick- 
+ ee ') Eine offenbar bereits veriinderte Seidenprobe gab nach langerem 


: Kochen eine schwach blaue Farbung. 
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zufiihren, Vielleicht ist deren Verinderung die Ursache dey 
Denaturierung. Es ist ganz gut denkbar, daB manche Er. 
scheinungen, wie die der Quellung, der Prizipitation usw. 
wenigstens zum Teil mit auB8erordentlich feinen Struktur. 
verinderungen in Zusammenhang stehen. Es besteht viel Wahr- 
scheinlichkeit dafiir, daB mit den physikalisch-chemischen Ver. 
anderungen solche in der feineren chemischen Struktur de 
EiweiBmolekils parallel gehen. Eine Fille von Fragestellungey 
wird ihre Antwort finden, wenn das Problem der Struktur der 
Proteine aufgehellt ist. 

Es soll durchaus nicht der Anschein erweckt werden, als 
kénnten im EiweiBmolekiil nicht noch Bindungsarten und Kon. 
plexe vorhanden sein, die bis jetzt ganz unbekannt sind. Ks 
wire immerhin méglich, daB sehr labile Produkte vorkommen. 
Die zum Abbau der Proteine angewandten Methoden sind 
einstweilen alle als eingreifend und nicht frei von der Még- 
lichkeit sekundirer Verinderungen zu betrachten. Uns scheint 
jedoch, daB es keinen Sinn hat, tiber Strukturméglichkeiten 
zu diskutieren, fiir die jede exakte Grundlage fehlt. Vor allen 
Dingen muf immer wieder betont werden, daB jede angenommene 
Struktur mit der Tatsache in Ubereinstimmung stehen mut, 
daB Fermente das EiweiBmolekiil bis zu Aminosiuren abbauen 
kénnen. Ferner wissen wir, da8 Siuren und Alkalien ebenfalls 
Aminosiuren als Endprodukte der Hydrolyse liefern. 

Es sei hier iiber Versuche mit Seidenfibroin und mit aus 
Blut gewonnenem EiweiB berichtet. Die Verwendung von 
BluteiweiB erfolgte, um eine allgemeine Ubersicht iiber zu ge- 
winnende Produkte zu erhalten. Es miissen selbstverstiindlich 
spiiter die einzelnen EiweiBkérper fiir sich in gleicher Weise 
untersucht werden. 


Aus Seidenfibroin wurden als einheitlich charakterisierte 
Produkte von bestimmter Struktur gewonnen: 1. ein aus einem 
Molekil Serin, drei Molekiilen Alanin und einem Mo- 
lekiil Glykokoll bestehendes anhydridartiges, durch 
verdinntes Alkali aufspaltbares Produkt. Es_ lassen 
sich tiber die Struktur dieser Verbindung nur Vermutungel 
auBern. Der Umstand, daB */, des Gesamt-N nach erfolgter 












- verkniipft sein: 
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Alkalieinwirkung als NH,—N in Erscheinung traten, bereitet der 
| Aufstellung einer bestimmten Strukturformel Schwierigkeiten. 
/Man kénnte u. a. an die folgende Strukturformel denken: 


CH, 


| 
CH-CO 
N<, SNH 


— CH, 


" : 
O-CH,-CH-CO-NH-CH-CO 


| 
NH-OC-CH: nH 


CH, 


: Wesentlich erscheint uns, daB vorlaufig bei keiner der 
' jsolierten Verbindungen sich die Notwendigkeit ergeben hat, 
zu Formelbildern zu greifen, die nicht in Kinklang mit der 
- Annahme von siureamidartig verkuppelten Aminosiuren und 
' der Anhydridbindung stehen. Bei der oben entworfenen Formel 
| hitten wir das Diketopiperazin Glycyl-alaninanhydrid verkniipft 


f mit Serin und zwar ist angenommen, daf die als tautomere 


» Form der HN<co-Gruppe angenommene N<q,¢q-Gruppe des 


| Diketopiperazins mit der OH-CH,-Gruppe des Serins unter 
' Wasseraustritt zusammengetreten ist. Serin steht weiterhin 
: in Bindung mit zwei Molekiilen Alanin. Es kénnten natiirlich 
_ auch zwei Diketopiperazinringe, etwa, wie folgt, durch Serin 





CH CH,-OH 
. es 

| CH-C 

CH-CO NH, N< SN 
ss _ OC-CH-CH,-O-C—-CH 

| 

a Serylrest CH, 
Glycylalanin- Alanin- 
anhydridrest anhydridrest 


Bei dieser Struktur wiirde eine freie NH,-Gruppe vor- 


‘ handen sein, die nachweisbar sein miBte. Das Produkt reagiert 
 Schwach sauer. 

, 2. Alanyl-glycinanhydrid. 

’ 3. Ein Produkt, das je ein Molekiil Glykokoll, Glycin- 
' anhydrid, Alanin und Serin enthielt. Daneben war Alanin- 
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anhydrid festgestellt worden. Dieser Befund kénnte mit de 
unter 1 aufgefiihrten Verbindung in Zusammenhang stehey, 
Er wiirde am besten mit der Annahme der zweiten Strukty 
in Kinklang stehen: 


OH, iy 
- CH-CO ot. " 
) HN . 
Yc, | 00— Gi 
. -CH,- CH- CO CH; 
Anhydrid, bestehend aus Alaninanhydrid. 


Alanin, Glykokoll und Serin. 


Aus BluteiweiB wurden erhalten: 1. Leucinimid bzy, 
Isoleucyl-leucinanhydrid. 

2. Leucyl-glycinanhydrid. 

AuBerdem wurden zwei Produkte erhalten, die obne 
Zweitel chemische Individuen darstellen, jedoch sich in ihrer 
Zusammensetzung nicht genau genug aufklairen lieBen. Das 
eine Produkt enthielt als Bausteine Leucin und Oxysiuren 
(wahrscheinlich Oxyprolin). Die andere Verbindung enthielt 
Leucin (Isoleucin), Serin und Prolin. 





Experimenteller Teil. 


1. Teilweise Hydrolyse von Seide. 


300 g Seide wurden mit der vierfachen Menge 0,5°/, iger 
Salzsiure 7 Stunden bei 150—160° im Autoklaven behandelt. 
Es hatten sich dabei nur sehr geringe Mengen gelést. Die 
hellbraun gefarbte Lésung (1. Lésung) wurde abfiltriert und der 
mit Wasser gut ausgewaschene Riickstand nochmals mit der 
vierfachen Menge 2°/,iger Salzsiure 6 Stunden im Autoklaven 
bei 150—160° behandelt. Es war vollstiindige Lésung (2. Li- 
sung) eingetreten. Beide Lésungen wurden getrennt verarbeitet. 
Sie wurden mit Natronlauge neutralisiert und zur Trockene 
verdampft. Der Trockenriickstand wurde dann mit Sand ver 
mischt und im Soxhletapparat nacheinander mit Essigather, 
Chloroform, Aceton und Methylalkohol ausgezogen. 
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Jer Essigitherauszug der ,,1. Lésung“. 

en, ; Nach lingerem Stehen des Essigitherauszuges hatte sich 
tu eine reichliche weiBe Abscheidung gebildet, die abfiltriert und 
aus Methylalkohol unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert 
wurde. Das Produkt wies Millons Reaktion auf. Der nicht 
konstante Schmelzpunkt lieB auf ein Gemisch schlieBen. Das 
Produkt wurde deshalb mit Essigiither ausgekocht. Es ging 
dabei ein kleiner Teil in Lésung. Die Lésung wies eine 
stark positive Millonsche Reaktion aut, waihrend der Riick- 
stand nach weiterem Behandeln mit Essigither frei von 
_ tyrosinhaltigen Verbindungen erhalten werden konnte. Der 
" & Xssigiither wurde eingeengt. Es krystallisierte eine gallertig 
' aussehende, weife Masse aus, die nach dem Abfiltrieren und 
' Trocknen starke Tyrosinreaktion aufwies und den Schmelz- 
“ , punkt 165° besaB. Das Produkt gab keine weiteren Hiweib- 


EE MSS SoS AT 


‘I © bausteinreaktionen. Es sublimierte und schmeckte stark bitter. 
as = Das Molekulargewicht wurde nach der Camphermethode von 
H ' Rast bestimmt und zu 228,5 gefunden. Bei der vollstindigen 
eit 


| Hydrolyse konnte als Baustein neben Tyrosin Glykokoll 
| nachgewiesen werden. 
0.0485 g Substanz verbrauchten 6,09 ccm n/10-S. 

Das entspricht 17,55°/, N. 
q Das Produkt kénnte aus Tyrosin und mehreren Molekiilen 
' Glykokoll zusammengesetzt sein, jedoch stimmt ein solcher 
Kérper gar nicht mit der elementaren Zusammensetzung des 
vorliegenden Produktes iiberein (H = 5,53°/,, C = 31,58°/,). 
Kine weitere Untersuchung lieB sich wegen Mangel an Sub- 
| stanz nicht durchfiihren. 
_ Der bei der Behandlung mit Essigiither zuriickgebliebene 
Riickstand wurde nochmals aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
| Es wurden unter der Lupe gut erkennbare Niadelchen, die zu 
 Kliimpchen vereint waren, erhalten. Die Substanz schmilzt 
bei 218—215°, gibt keine EiweiBbausteinreaktionen und subli- 
 miert beim Erhitzen. 
| Aus dem Essigiitherfiltrat von der ersten Abscheidung 
c lie sich durch vollstiindiges Einengen, Aufnehmen mit Alkohol 
und lingerem Stehen eine weiBe Substanz gewinnen, die nach 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 10 


e pe Sia Si Se € & 
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mehrmaligem Umkrystallisieren die gleichen LEigenschatte, 
zeigte wie das eben erwiihnte Produkt (Schmelzp. 213°). Di. 
beiden Substanzen wurden daher gemeinsam weiter verarbeitet, 
Aminostickstoff war nicht nachweisbar. Nach dem Pe. 
handeln mit verdiinnter Lauge waren 1. 4,63°/,, 2. 4,93) 
und 3. 4,96°/, NH,-Stickstoff bestimmbar. Auch konnte nach 
der gleichen Behandlung die zuvor negative Ninhydrinreaktioy 
in eine positive verwandelt werden, die Biuretprobe blieb da. 
gegen negativ. Dieses partiell gespaltene Produkt wurde mit 
8-Naphthalinsulfochlorid gekuppelt. Es konnte ein in glinzen. 
den weiBen Blattchen (aus Alkohol) krystallisierendes Kupplungs. 
produkt in geringer Ausbeute gewonnen werden. Der Schmelz. 
punkt bzw, Zersetzungspunkt des Kupplungsprodukts lag ither 
300° Die Gesamtstickstoff-Bestimmung ergab 6,00°/, N. 

Die totale Hydrolyse des urspriinglichen Produktes mit 
25°/,iger Schwefelsiiure ergab als Bausteine: Alanin, Serin 
und Glykokoll. Bei der quantitativ durchgefiihrten Hydrolyse 
ergab sich als Mengenverhialtnis Serin: Alanin: Glykokoll = 
1:3:1. Das Molekulargewicht der Substanz wurde nach der 
Methode von Barger-Rast ermittelt und zu 356,7 und 3444 
gefunden. (Berechnet fiir 1 Serin + 1 Glykokoll + 3 Alanin 
—5 H,O: 357.) Das Produkt war optisch-inaktiv. 

0,0369 g Substanz verbrauchten 5,30 ecm n/10-S. 

Das entspricht: 20,10°/, N. 


0,0656 g Substanz gaben 0,1125 g CO, und 0,0380 g H,O. 
Das sind 46,79°/, C und 6,48°/, H. 


Gefunden: 46,79 °/, C 6,48 °/, H 20,10 °/, N 
Berechnet fiir 
C,,H.3N;0,: 47,05 6,43 19,60 


Aus diesem Essigitherauszug konnte kein weiteres eil- 
heitliches Produkt isoliert werden. Aus dem Essigitherauszug 
der ,,2. Lésung“ war nichts isolierbar, obwohl ihre relativ stark 
braune Farbung vermuten lieB, daB viel Substanz in Lésung 
gegangen war. 


Chloroformauszug der ,,1. Lésung“. 


Aus diesem Auszug krystallisierte bereits beim lingeret 
Stehen eine weiBe Substanz in geringer Menge aus. Durcl 
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Kinengen konnten weitere Mengen gewonnen werden. Die 
Produkte wurden aus Alkohol und auch aus Wasser um- 
krystallisiert. Sie besaBen einen konstanten Schmelzpunkt bei 
936°. Ihr optisches Verhalten war inaktiv. 

0,0555 g Substanz verbrauchten 8,60 ecm n/10-S, 

Das entspricht: 21,69°/, N. 
(Berechnet fiir Alanylglycinanhydrid: 21,88 °/, N.) 

Bei dem Mischen der Substanz mit Alanylglycin- 
anhydrid blieb der Schmelzpunkt konstant. Die iibrigen 
Kigenschaften der Substanz stimmten ebenfalls mit denen von 
Alanyl-glycinanhydrid itiberein, so daB das vorliegende Produkt 
als diese Verbindung angesprochen werden kann. 

Aus dem Chloroformauszug waren weitere einheitliche 
Substanzen nicht isolierbar. 


Chloroformauszug der ,,2. Lésung“. 


Ks krystallisierte auch aus diesem Auszug beim lingeren 


| Stehen eine weiBe Masse aus, die sich als Alanylglycin- 


anhydrid erwies. Beim Einengen konnten weitere Substanz- 
mengen erhalten werden, die zunichst eine schwach positive 


_ Millonsche Reaktion gaben. Sie wurden bis zum negativen 


Austall der Reaktion umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt lag bei 
235—237°. Alle isolierten Substanzen waren optisch inaktiv. 
Beim Zusammenschmelzen mit Alanylglycinanhydrid blieb der 
Schmelzpunkt konstant. 
0,0751 g Substanz verbrauchten 11,60 ecem n/10-S. 
Das entspricht: 21,62°/, N. 
(Berechnet fiir Alanylglycinanhydrid: 21,88 °/,.) 
Auch in den iibrigen EKigenschaften stimmte das Produkt 
mit Alanylglycinanhydrid iiberein. 
Durch weiteres Kinengen des Chloroformauszuges konnte 
ein stark tyrosinhaltiges Produkt isoliert werden. Die Substanz 


. war sehr schwer zu reinigen. Der Schmelpunkt lag bei 170°. 


0,0484 g Substanz verbrauchten 6,00 cem n/10-S. 
Das entspricht: 17,35°/, N. 
Weitere Untersuchungen konnten aus Substanzmangel 
nicht vorgenommen werden. Das Produkt zeigte Anhydrid- 


elgenschaften. 
10* 
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Die Aceton- und methylalkoholischen Ausziige warey 
stark gefiirbt. Die ersteren hinterliegen beim EKindampfen 
tibelriechende Schmieren, aus denen vorliiufig nichts Hinheit- 
liches zu isolieren war. Aus den methylalkoholischen Aus. 
ziigen wurde durch Fillung mit Athylalkohol und Ather ver. 
sucht, einheitliche Produkte zu gewinnen. Es _ resultiertey 
jedoch nur klumpige, stark hygroskopische Massen, die nicht 
zu reinigen waren. 

Vor mehr als 10 Jahren hatte der eine von uns (A.) Seide 
mit verdiinnter konzentrierter Schwefel- und auch Salzsiiure 
in der Kilte behandelt und dann versucht, durch Dialysieren, 
durch Aussalzen, durch Fallen, durch Sublimation usw. ein- 
heitliche Produkte zu gewinnen. Es lieBen sich in der Tat 
schneeweife Substanzen von krystallinischem Aussehen ge- 
winnen. 

Ks handelte sich zum groBen Teil um Anhydride. Ihre 
Trennung wurde mittels Fillungsmethoden versucht. Es gelang 
nicht, ganz einheitliche Verbindungen zu erhalten. Ein Teil 
davon enthielt Tyrosin, anderen Substanzen fehlte diese Amino- 
siure. Es wurde versucht, durch Aufsprengung der Anhydride 
mittels n-Alkali zu Polypeptiden zu gelangen und diese durch 
Kuppelung mit Saurechloriden zu charakterisieren. In den 
meisten Fallen lieB sich der Nachweis fiihren, daB Gemische 
vorlagen. Ein gutes Kriterium bildete das Ergebnis der voll- 
stindigen Hydrolyse der gekuppelten Produkte. Es wurden 
meistens zwei Bausteine gefunden, an deren NH,-Gruppe der 
Siurerest sab. 

Die in den letzten Jahren gewonnenen Erfahrungen zeigen, 
daB es bedeutend leichter ist, die Anhydride als solche durch 
geeignete Lésungsmittel zu reinigen. Von ihnen aus mu8 dann 
die Aufspaltung und Gewinnung des entstandenen Polypeptids 
gehen. Bei der Autfarbeitung solcher Hydrolysenprodukte aus 
der friiheren Zeit lie® sich aus viel Essigiither ein Produkt 
isolieren, das einheitlich zu sein schien. Sein N-Gehalt be- 
trug 22,5°/,. Nach wiederholtem Umkrystallisieren ergab die 
gegen 228° sich zersetzende Substanz das folgende Analysen- 
ergebnis: 
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0,1210 g Substanz gaben 0,2161 g CO, und 0,0609 g H,O. 

0,0912 g - » 17,2 ccm N (752 mm, 16°}. 

Gefunden: 48,70°/, C 5,599/, H 21,76°/, N 
Berechnet fiir eine aus 1 Mol. Serin + 1 Mol. Glykokoll und 
1 Mol. Alanin bestehende Verbindung — 4 H,O (C,H,,N,0,, Mol.-Gew. 197): 

48,73°/, C 5,58°/, H 21,32°/, N 
Bei der vollstandigen Hydrolyse der Verbindung konnten die 
Aminosiuren Serin, Alanin und Glykokoll im Verhiltnis 1:1:1 
isoliert werden. Andere Bausteine waren sicher nicht zugegen. 
Beim Auskochen der urspriinglichen Substanz mit Essig- 
ather verblieb ein unlésliches Produkt, das aus heiBem, ver- 
diimntem Alkohol umkrystallisiert wurde. Es zersetzte sich 
beim raschen Erhitzen im Capillarrohr gegen 275° unter 
Briunung und enthielt 19,83°/, N. Unter der Einwirkung 
von n-Alkali entstand Alanylanalin. Bei der vollstaindigen 


_ Hydrolyse wurde nur Alanin aufgefunden. Es hatte ohne jeden 


Zweifel Alaninanhydrid vorgelegen. AuBerdem lieB sich Glycin- 
wnhydrid (Schmelzp. gegen 245°, N 24,61°/,) nachweisen. 


2. Teilweise Hydrolyse von Bluteiwei&. 


800 g BluteiweiB wurden in der vierfachen Menge Wasser 
im Autoklaven 7 Stunden bei 150° erhitzt. Der gréBte Teil 
war gelést. Nach dem Filtrieren wurde eingedampft und der 
zurtickbleibende Trockenriickstand mit Sand vermischt. Es 
wurde nacheinander mit Essigiither, Chloroform, Aceton und 
Methylalkohol extrahiert. Der Methylalkoholauszug war stark 
dunkel gefarbt, wihrend die anderen Ausziige nur hellbraune 
Farbung aufwiesen. 


Kssigitherauszug. 

Der Essigiitherauszug wurde im Vakuum eingedampift. Es 
hinterblieb ein weiBer Riickstand, der in absolutem Alkohol 
gelést wurde. Die alkoholische Lésung wurde etwas eingeengt. 
Ks krystallisierte aus ihr nach laingerem Stehen in Form 
kleiner Knétchen ein weiBes Produkt aus. Dieses zeigte nach 


' eanmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol den Schmelzp. 210° 
_ (bei schnellem Erhitzen). Das Produkt sublimierte in kleinen 
' Flockchen und schmeckte bitter. Aminostickstoff war nicht 
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vorhanden. Nach Behandeln mit Lauge waren 6,4°/, Amino. 
stickstoff bestimmbar. 

Die Hydrolyse ergab in der Hauptsache Leucin; ferney 
sehr wenig Isoleucin. Das optische Verhalten war: 

(a) = + 8,26°. 
0,0617 g Substanz gaben 0,1435 g CO, und 0,0545 g H,O 
= 68,45°/, C und 9,97°/, H. 
0,1031 g Substanz gaben 0,2380 g CO, und 0,0903 g H,O 
= 62,98°/, C und 9,80°/, H. 
0,1210 g Substanz brauchten 10,70 ecm n/10-Siiure. 
Das entspricht: 12,38°/, N. 

Auf Grund der Analyse und Hydrolyse kénnte das vor. 
liegende Produkt event. als ein Gemisch von Leucinimid und 
Isoleucinanhydrid oder Isoleucyl-leucinanhydrid angesprochen 
werden. Die Zusammensetzung dieser Anhydride berechnet 
sich zu: C = 63,66°/,, H =9,80°/, und N = 12,39°/,; das 
Molekulargewicht zu 226. Gefunden wurde das letztere zu 237 
(nach Barger-Rast). 

Nach weiterem starken Einengen des Alkohols und Ein- 
stellen in den Eisschrank konnte eine zweite Abscheidung 
erzielt werden. Die Ausbeute war sehr gering. Nach dem 
Umkrystallisieren lag der Schmelzpunkt bei 180—182°. In 
ihrem optischen Verhalten wies die Substanz eine schwache 
Linksdrehung auf. Sie besa Anhydrideigenschaften (Subli- 
mation, mit CuO gekocht kein Kupfersalz). Aminostickstoti 
war nicht bestimmbar. Erst nach Behandeln mit verdiinnter 
Natronlauge waren 3,80°/, und 4,02°/, Aminostickstoff nach- 
zuweisen. Das Molekulargewicht wurde nach Rast bestimmt 


und betrug 394. 
0,1293 g Substanz brauchten 13,80 cem n/10-Siure. 
Das entspricht: 14,97°/, N. 
0,0690 g Substanz gaben 0,1356 g CO, und 0,0459 g H,0O. 
Das sind 53,97°/, C und 7,44°/, H. 

Zur vollstiindigen Durchfihrung der totalen Hydrolyse 
war nicht mehr geniigend Substanz vorhanden. Es _ konnte 
nur nachgewiesen werden, daB kein Prolin enthalten war, da- 
gegen Leucin. Nach Entfernung des Leucins als Leuci- 
kupfer hinterblieb ein tiefblau gefarbtes Cu-Salz. Nach det 
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Abscheidung des Kupfers aus dem letzteren hinterblieb eine 
' siBschmeckende Substanz (Oxyprolin?). Auf Grund der Analyse 
miBten in dem vorliegenden Produkt 2 Oxysiiuren enthalten 
sein. Das Verhiltnis von Aminostickstoff zu Gesamtstickstoff | 


‘nach der Aufspaltung lit darauf schlieBen, daB das Molekiil 


- ous 4 Aminosduren sich aufbaut. 
| Nach der Abscheidung der letzteren Substanz wurde die 


alkoholische Mutterlauge zur Sirupkonsistenz eingeengt. Aus 


‘ihr war zunichst kein weiteres einheitliches Produkt zu ge- 


: winnen. Erst nach langerem Stehen (2—3 Wochen) konnte 
' durch Behandeln mit Ather eine feste weiBe Substanz erhalten 
werden, die einen einheitlichen, scharfen Schmelzpunkt bei 
: 170—171° aufwies. Das Produkt war optisch inaktiv und 
' zeigte Anhydrideigenschaften. Aminostickstoff war nicht nach- 


: zuweisen. Nach Behandeln mit verdiinnter Natronlauge waren 
5,209), und 4,79°/, Amino-N bestimmbar. Die totale Hydro- 
lyse mit 25°/, iger Schwefelsiure ergab als Bausteine Leucin, 


f Serin, Prolin. Bei der Abscheidung des letzteren war in 
der alkoholischen Lésung noch eine geringe Menge einer 


'Aminosiure gelést, die sich beim Erkalten abschied. Sie 


‘lieferte ein hellblaues Kupfersalz, welches in Methylalkohol 


' léslich war. Die Menge reichte zu einer genauen Identifizierung 
‘nicht aus. Es lag allem Anschein nach Isoleucin vor. 
0,0132 g Substanz brauchten 1,36 cem n/10-Siure. 
Das entspricht: 14,42°/, N. 
0,0622 g Substanz brauchten 6,30 cem n/10-Sdure. 
Das entspricht: 14,20°/, N. 
0,0986 g Substanz gaben 0,2039 g CO, und 0,0679 g H,O. 
Das sind 56,42°/, C und 7,70°/, H 


Das Molekulargewicht wurde zu 286 gefunden. 


a Fiir ein aus den Bausteinen Prolin, Leucin und Serin 
Pin anhy dridartiger Verkniipfung bestehendes Produkt berechnet 


D sich das Molekulargewicht zu 297; die elementare Zusammen- 


p setzung zu: C = 56,56°/,; H = 7,749) und N = 14,14°/, 


Chloroformauszug. 
Beim Verdunsten des Chloroforms hinterblieb ein gelb- 


Dliches Produkt, welches in Essigither ziemlich schwer léslich 
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war und unter Verlusten aus diesem Lésungsmittel umkrystalli. 
siert wurde. Die Ausbeute betrug 0,9 g. Der Schmeizpunkt 
des reinen, weiBen Produktes lag bei 243°, Aminostickstof 
war nicht bestimmbar. Das optische Verhalten wies eine 
geringe Linksdrehung auf; (a)? = — 3,02° (in verd. Alkohol, 
Die Hydrolyse mit 25°/, iger Schwefelsiiure ergab Glykokol! 
und Leucin. 

0,0184 g Substanz verbrauchten 2,17 ccm n/10-Séure. 

Das entspricht: 16,50°/, N. 
(Ber. fiir Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 

Nach allen Eigenschaften war die vorliegende Substan: 
Leucylglycinanhydrid. Beim Zusammenschmelzen mit 
diesem Anhydrid blieb der Schmelzpunkt konstant. 

Das Produkt sublimierte in schénen, wolligen Fléckchen. 
Das Molekulargewicht wurde zu 162,2 bestimmt (ber. 170,1), 

Aus dem Acetonauszug und dem methylalkoholischen 
Auszug konnte keine einheitliche Substanz isoliert werden. 
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Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
1. Mitteilung. 


Uber einige krystallisierte Hamoglobinderivate 
und tber das sogenannte Krystallwasser derselben. 
von 


Felix Haurowitz. 


(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Marz 1924.) 


Abgesehen von der Darstellung des Methamoglobins mittels 
Ferricyankalium wurden die meisten Versuche zur Aufklarung 
der Methimoglobinbildung, d. h. der Entstehung eines Hamo- 
globinderivates mit fest gebundenem Sauerstoff, welches in 
saurer und alkalischer Lésung verschiedene Spektralerscheinungen 
zeigt, mit Blut und nicht mit reinem Blutfarbstoff ausgefiihrt. 
Es erschien wiinschenswert, die Versuche mit reinem krystalli- 


siertem Blutfarbstoff zu wiederholen und die Reaktionsprodukte 
in krystallisiertem Zustande zu isolieren. 


Dabei erwies es sich notwendig, vorerst eine einfache 
Methode zur Darstellung gréBerer Mengen einwandfrei reinen 
Oxyhiimoglobins auszuarbeiten, was mir auch fiir Oxyhimo- 


globin vom Pferde gelungen ist. Meine im folgenden zu be- 


schreibenden Versuche sind mit solchem Blutfarbstoff vom 
Pferde als dem hier in groBen Mengen zugiinglichen Material 
ausgefiihrt. 

In der vorliegenden ersten Mitteilung sei iiber die er- 
wihnte Methode zur Darstellung von Oxyhimoglobin sowie 
iber die vergleichsweise durchgefiihrte Darstellung des reinen 
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krystallisierten Stickoxydhimoglobins berichtet; die wichtigste, 
Kigenschaften des letzteren werden beschrieben. Im Anschlyg 
daran soll iiber auffallige Erfahrungen betreffend den Krystal]. 
wassergehalt reiner Priparate verschiedener Darstellungsweise 
berichtet werden. 

In spiteren Mitteilungen werden die als Kathamoglobin 
beschriebenen JDenaturierungsprodukte des  Blutfarbstofies 
genauer charakterisiert, deren Studium gelegentlich einer Unter. 
suchung tiber die Methimoglobinbildung durch Formaldehyd 
geboten erschien. — Des weiteren wird iiber die Gewinnung 
krystallisierten Methaimoglobins verschiedener Darstellungsweise 
berichtet, iiber seine Derivate und iiber das Verhiltnis des 
sauren zum alkalischen Methimoglobin. — SchlieBlich wird die 
Einwirkung einiger sogenannter methiimoglobinbildender Gase 
untersucht werden und im Anschlu8 daran die Einwirkung des 
Schwefelwasserstoffes und ihm nahestehender Gase auf den 
Biutfarbstoff. 


I. Uber die Darstellung krystallisierter Blutfarbstoffderivate. 
A. Oxyhamoglobin. 

Bei der Darstellung reinen Blutfarbstoffes sollte der Zusatz 
von Alkohol, Ather und ahnlichen Stoffen, die fiir den Blut- 
farbstoff keineswegs indifferent sind [vgl. Wilson?), Ferry’), 
vermieden werden. Dieser Anforderung entsprechen die in der 
letzten Zeit mitgeteilten Methoden von Hartridge*), Dudley 
und Evans‘), Ferry’) und Heidelberger. *) 


Die Darstellung der Krystalle zerfaillt nach diesen Methoden in 
3 Prozesse. Der erste — die Trennung der roten Blutkérperchen vom 
Serum durch Zentrifugieren — ist allen gemeinsam. Der zweite — die 
Trennung des Farbstoffes von den Stromata — erfolgt am besten durch 
Dialyse. Hartridge sowie Dudley und Evans verwenden Druek- 
dialyse, Ferry die Dialyse unter negativem Druck nach Sérensen.’) 
Nach meinen Erfahrungen (s. u.) geniigt jedoch beim Pferdeblut einfache 
Dialyse in offenen Hiilsen. Der Nachteil all dieser Methoden, der un- 
vermeidliche Eintritt von Fiulnis selbst bei Eiskihlung, wird bei der 
Methode Heidelbergers vermieden, der die Himolyse durch Toluol 
bewirkt. Durch die Untersuchungen von Lepeschkin ist jedoch 
bekannt, daB nicht nur Alkohol, Ather und Chloroform, sondern auch 
Benzol denaturierend auf Proteine wirkt.’) Es ist daher fraglich, ob die 
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Proteinkomponente des Heidelbergerschen Oxyhiimoglobins un- 
lverindert ist. Nach den hier gewonnenen Erfahrungen eignet sich seine 
Methode am besten zur Darstellung haltbarer Priparate, da selbst nach 
"Wochen weder Fiaulnisgeruch noch auch Methimoglobinbildung auf- 
‘treten. Zur Darstellung reiner Krystalle wurde jedoch die Anwendung 
F yon Toluol vermieden. — Den dritten Proze8, das Umkrystallisieren des 
© Oxsyhiimoglobins, bewirken Dudley und Evans durch Abzentrifugieren 
"der OHb-Krystalle, Lésen als Hb bei 87° im Vakuum, neuerliches Fallen 
durch O, und CO, bei 0° und Wiederholung dieses Vorganges. Ferry 
i verbesserte die Methode durch Anwendung einer Zentrifuge von 25000 
“bis 35000 Touren pro Minute. — Heidelberger prebt auf Tontellern 


lug 
‘all. 
else 


bin 
ffes 
ter- 


hyd 


ung b, lést in Soda und fillt durch CO,. Man erhialt also nach Heidel- 
else erger salzhaltige Produkte, die erst durch mehrtigige Dialyse ge- 
des einigt werden imiissen. 


die 
age 
des 
Jen 


Die Methode Heidelbergers schien zur Darstellung reinen 
[aterials nicht vorteilhaft, da dasselbe der Einwirkung von 
Toluol, Soda und CO, ausgesetzt wird. Die Dialysiermethoden 
‘schienen fiir diesen Zweck weit besser geeignet. Im Verlaufe 
“der Untersuchung konnten sie jedoch derart vereinfacht werden, 
‘daf die Vorrichtungen zur Dialyse unter Druck (Hartridge, 
udley und Evans) oder negativem Druck (Ferry), die 
twicklung von O, und CO, und die Zentrifuge mit der hohen 
‘ourenzahl (Ferry) entbehrlich erschienen. Es ergab sich 
abei die im folgenden zu beschreibende Methode. 
Darstellungsmethode. Die dreimal auf der Zentrifuge 
it isotonischer NaCl-Lisung gewaschenen roten Blutkérperchen 
Pferdes wurden 2 Tage gegen eisgekiihltes flieBendes 
eitungswasser und 3 Tage gegen ebensolches destilliertes 
‘asser dialysiert. Die Dialyse erfolgte in Extraktionshiilsen 
chleicher und Schill Nr. 603. Die Hiilsen waren mit 
ollodium impraigniert und mit einem doppelt durchbohrten 
ork verschlossen. In einer Bohrung desselben sab ein kurzer 
lasstab, in der zweiten ein etwa 30 cm langes, enges Glas- 
ohr, das oben zu einer Tulpe erweitert war. Etwa in die 
tulpe durch Osmose aufsteigendes Blut wurde durch Abpipet- 
leren entfernt. 

Die so erhaltene dunkelrote himolytische Fliissigkeit wird 
mun durch scharfes Zentrifugieren von den Stromata befreit; 
‘ie dann wird unter Kiskithlung Luft eingeleitet. Die Anwendung 


te. 








150 Felix Haurowitz, 


von QO, oder CO, wurde nie notwendig. Das starke Uber. 
schaumen*) lat sich durch Rihren unterdriicken. Nach einige 
Zeit — 10—20 Minuten — beginnt die Bildung des hellroten 
Krystallbreies. Derselbe wird nach Dudley und Evans 
abzentrifugiert und zur weiteren Konzentration auf der Hand. 
presse abgepreBt oder auf Tontellern oder am einfachsten au 
starkem, nicht faserndem Filtrierpapier aufgestrichen. Die 
stirksten Konzentrationen erreicht man auf der hydraulischen 
Presse bei 300 Atm. Druck (bis 80°/, Trockenriickstand). 

Die Umkrystallisation erfolgt durch Lésen als redv- 
ziertes Haimoglobin bei 37° und 12mm Vakuum und Einleiten 
von Luft bei Hiskiihlung. Schnelles Arbeiten ist wichtig, 
da die Krystallisationstendenz bei alteren Priiparaten geringer 
ist. Rinder- und Schweinehimoglobin ist nach dieser Methode 
nicht zum Krystallisieren zu bringen. 

Bei dem beschriebenen Vorgehen werden, wie von Dudley 
und Evans beschrieben, stets Krystallnadeln erhalten. Bei 
reichlichem Riihren sind sie an beiden Enden stumpf ab- 
gebrochen, bei vorsichtigem Arbeiten durchwegs an_ beiden 
Enden spitz auslaufend. Krystallographisch scheinen sie identisch 
mit den aus Alkohol erhaltenen Nadeln. Sie zeigen gerade 
Ausliéschung; bei Untersuchung im konvergenten Licht ist der 
Austritt der optischen Normalen senkrecht zur Nadelrichtung 
sie sind pleochroitisch; der in der Nadelrichtung schwingende 
Strahl wird starker absorbiert als der senkrecht bhierzu 
schwingende. 

Nach dem Heidelbergerschen Verfahren erhalt man rhomben- 


formige Plittchen, die in bezug auf Farbe, Ausléschung und Pleochroismus : 
die gleichen Eigenschaften zeigen wie die Nadeln. Heidelberger will F- 


auch nach der Methode von Dudley und Evans Plittchen gefunden fF 


haben, doch konnte ich dies nie beobachten. 





*) Der Luftstrom mu stark sein, da das Schiiumen die Krystalli- 
sation wesentlich beschleunigt [vg]. Fricke’)]. So gelingt es leicht, bei 
Zimmertemperatur eine wiBrige 20°/,ige Oxyhimoglobinlésung zu 
Krystallisation zu bringen, wenn man sie in einer verschlossenen Glas- 
flasche 1 Stunde lang schiittelt. Da hierbei die Kihlung erschwert ist, 
wurde das Verfahren nicht ausgearbeitet. Die Krystalle sind zudem 
sehr klein. 
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B. Himoglobin. 





er 
ger Will man die Krystallisation des reduzierten Farb- 
ten | stoties ohne Zusatz von Alkohol bewirken, so hat man 
By blob einen 40°/,igen OHb-Brei in der Kalte zu evakuieren 
nd. / und der vollkommenen [teduktion durch Sauerstoffzehrung zu 
aui [F iiberlassen (etwa durch Stehenlassen im zugeschmolzenen Rohr). 
Die — Man erhalt nach 1—2 'l'agen prachtvolle 6seitige Tafeln, die 
len zwischen gekreuzten Nicols in allen Azimuten dunkel bleiben. 
j _ Sie gleichen den aus Alkohol erhaltenen Krystallen, die kiirzlich 
du- | Mélle nhof®) beschrieben hat. Daneben entstehen pleochroitische 
ten F chombenformige Krystalle mit gerader Ausléschung. Sie zeigen 
tig, F + deutlich Farbe und Spektrum des reduzierten Himoglobins. 
ger _ Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, daB Pseudomorphosen von 
ode F B Oxy himoglobinkrystallen vorliegen. 
™ C. Kohlenoxydhamoglobin. 
Bei : Durch lingeres Einleiten von CO in den OHb-Brei bei 
ab- 2 wiederholtem Absaugen und Stehenlassen in miaBiger Kilte 
len . sewinnt man schén ausgebildete Krystalle. In Ausléschung, 
sch o Pleochroismus und Krystallform gleichen sie den oben be- 
ade . schriebenen Oxyhiimoglobinkrystallen. Vielleicht sind sie iso- 
der : morph mit diesen, nur durch die Farbe verschieden. 
a q D. Stickoxydhaimoglobin. 
rm} Stickoxydhimoglobinkrystalle werden in der Literatur 
. mehrfach erwihnt, doch fand ich nirgends ihre Darstellungs- 
= 4 weise angegeben. Ihre Darstellung gelingt leicht, wenn das 
mus ( in eine etwa 20°/,ige Hamoglobinlésung einzuleitende Stickoxyd 
will fF vollkommen frei von héheren Oxyden des Stickstoffes ist. Es 
den t 'wird nach Thiele®) aus Kaliumnitrit und einer salzsauren 
Lisung von FeSO, erzeugt, in alkalischer Pyrogallollésung 
alli a durch Schiitteln guivadiiich gewaschen und in den evakuierten 
bei f Kolben mit der Hamoglobinlésung geleitet. Dieselbe muB 
zur ‘ ‘vollkommen frei von OHb sein. Dies gelingt am schnellsten 
las i ‘durch Waschen der evakuierten Lisung mit sauerstofffreiem 
a  Stickstoff. Nach Sittigung mit NO wird neuerlich evakuiert, 





J uehrmals mit Stickstoff gewaschen und nun stehen gelassen. 
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Bei Zimmertemperatur in 3—12 Stunden, in der Kalte schnelley. 


tritt Krystallisation ein. 

Herr J. Holzner, Assistent am mineralogisch-petro. 
graphischen Institut, hatte die Liebenswiirdigkeit, die krystallo. 
graphische Untersuchung vorzunehmen, wofiir ihm auch 
an dieser Stelle bestens gedankt sei. Er fand ,,lange, nade. 
formige Krystalle mit gerader Ausléschung; Austritt der opti 
schen Normalen senkrecht zur Nadelrichtung; Pleochroismus. 
der in der Nadelrichtung schwingende Strahl wird stiirkey 
absorbiert als der senkrecht hierzu schwingende“. Bei den als 
Ausgangsmaterial verwendeten Oxyhimoglobinkrystallen kon. 
statierte Herr Holzner, abgesehen von der Farbe, die gleichen 
Eigenschaften (s. 0.), so daB vielleicht Isomorphismus vorliegt, 

Die bis 5mm langen Krystalle sind in Wasser von 35! 
leicht lislich, in kaltem Wasser schwerer als OHb oder COHb, 


Chinon vermochte kein Methimoglobin zu bilden, Ferricyanii F 


nur langsam. Mit Natriumhydrosulfit gibt die Lésung langsam 


— im Verlauf mehrerer Minuten — das Spektrum des redu- | 


zierten Himoglobins, Ammoniak oder Kaliumfluorid inderten das 
Spektrum nicht. Die Koagulationstemperatur betrigt 62—63", 


Hartridge') setzt vor Einleiten des Stickoxyds bei der Dar 
stellung etwas NH, zu, um etwa gebildete nitrose Gase abzufangen. ft 
findet wohl aus diesem Grunde schon unterhalb der Koagulatious- 
temperatur Umwandlung in alkalisches Methimoglobin und die fiir ihn 
iiberraschend niedere Koagulationstemperatur von etwa 52° — Line 
aus meiner Probe bei 55° entnommene Probe von NOHb zeigte bei 
Zusatz von Na,S,0, nach dem Abkihlen keine Verainderung des Spektrums, 
enthielt also kein Methimoglobin. 

Der isoelektrische Punkt des Stickoxydhimoglobins liegt 
nahe bei p,=7. Der nach der Methodik von Michaelis 
und Davidsohn™) vorgenommene Versuch ergab im Gleich- 
strom von 220 Volt im n/40-Phosphatpuffergemisch bei einer 
Konzeniration von 6°/, NOHb stark kathodische Wanderus 
bei p,,=6,51, stark anodische bei 8,40 und spurenweis? 
anodische bei 7,18. Die Messung der p,, erfolgte mittel 
Gaskette und platinierten Platinelektroden. 

Im Laufe mehrerer Wochen unterliegt das Stickoxyt- 
himoglobin einer Umwandlung zu reduziertem Hamoglobit 
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, : Dieselbe laBt sich durch Aufbewahrung im zugeschmolzenen 
' Rohr vermeiden, beruht also wohl auf allmihlicher Abspaltung 
- — des Stickoxyds durch Dissoziation. 


h : II. Uber das sogenannte Krystallwasser des Blutfarbstoffes. 
. Die krystallisierten Oxyhaimoglobine verschiedener Dar- 
IL stellungsweise unterscheiden sich chemisch kaum voneinander. 
;: | Es schien deshalb eine Untersuchung des Krystallwassers not- 
7 : wendig, um eine etwa eingetretene Verinderung feststellen zu 
\s - konnen. Es waren ferner die in der Literatur angegebenen Werte, 
1 die fir das OHb verschiedener Tiergattungen zwischen 3°/, und 
1 15°), schwankten [s. z. B. Gamgee?%)], einer Revision bediirftig. 
t Die Schwankungen erklarten sich daraus, da8 von einigen Autoren 
_ die lufttrockene Substanz, von anderen die iiber Schwefelsiure [Hoppe- 
2 Seyler™)|, P,O,; [Hiifner’)] oder im Vakuum getrocknete Probe 
' (Hoppe-Seyler”*)] zur Untersuchung des Krystallwassergehalts heran- 
d ; gezogen wurde. 

Le Die im folgenden untersuchten Priparate wurden bis zur 
i & Gewichtskonstanz luftgetrocknet; fein zerriebene, wiederholt 
'durchgeriihrte Pulver erreichten bereits nach 2—3 Tagen 
' Konstanz. Nun wurde 8 Stunden bei 100° und 12mm Druck 
oder 15 Stunden im Hochvakuum bei Zimmertemperatur iiber 






a" e P,0, nach Krafft”) und Willstatter und Pollinger’’) 
1S: ‘ 







' stehen gelassen. Ks verloren im Mittel: 

b das oben beschriebene OHb . . . . 9,3°/, (Mittel aus 8 Versuchen) , 
fdas OHb nach Heidelberger . . . 9,8%J) (_,, —— a e 
, = aus 20°/,igem Alkohol umkryst. OHb 8,9°/, (_,, oe - ), 
3 : amorphes OHb aus starkem Alkohol . 9,8°/, (_,, » & “ he 
: Die Differenzen sind zu gering, um aus ihnen irgend- 
sf welche Schliisse in bezug auf intramolekulare Ver- 
“jiinderungen zu ziehen. Doch kann, da auch amorphes 
) Oxyhimoglobin denselben Verlust erleidet, derselbe nicht 
auf Krystallwasser bezogen werden und ist wohl auf 
4 Entquellung zuriickzufiihren. Es erschien daher auch 
/uicht notwendig, zu untersuchen, inwieweit sich der Gewichts- 
verlust auf Wasser und auf Alkohol [Reinbold?)] verteilt. 





d- : Selbstverstindlich kann bei den aus Alkohol gewonnenen 
i. — Praparaten der Alkohol an Quellung und Entquellung beteiligt 
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sein. Diese Auffassung des Gewichtsverlustes beim Trockney 
wird auch dadurch gestiitzt, daB die getrockneten Priaparate 
beim Stehen an der Luft den gréSten Teil ihres Gewichts. 
verlustes wieder aufnahmen. DaB nach dem Trocknen tut. 
siichlich stets dasselbe Produkt erhalten wurde, zeigte der 
iibereinstimmende Kisengehalt, der in allen Fallen zwischep 
0,325 und 0,342°/, lag. All diese Priiparate waren auch nach 
dem T'rocknen frei von Himatin und wasserldéslich, bloB das 
amorphe OHb hatte seine Léslichkeit eingebiBt. — Dagegen 
zeigte es sich, daB Ather—Alkohol den Blutfarbstoff weitgehend 
zu verindern vermag. Aus Wasser umkrystallisiertes OHb verlor 
durch Behandlung mit Alkohol, dann Ather 4,1 °/, seines Gewichtes, 
Das erhaltene Produkt war in Wasser unléslich, gab mit Na,S, 0, das 
Spektrum des Hamochromogens, glich also dem Kathimoglobin der 
Literatur. Beim Trocknen im Vakuum verlor es 8,8°/, seines Ge- 
wichtes. Der Fe-Gehalt des Trockenriickstandes war dann 0,37 ,, 

Das oben beschriebene Kohlenoxydhamoglobin und Stick- 
oxydhamoglobin verloren beim Trocknen 9,3 bzw. 9,25°/, ihres 
Gewichtes. 

Alle bisher angefiihrten Resultate betreffen den Blutfarb- 
stoff des Pferdes. Die aus 20°/,igem Alkohol umkrystallisierten 
Krystalle des Rinder-OHb verloren beim Trocknen 8,8°/,, jene 
des Schweine-OHb 9,25°/, ihres Gewichtes. Bardachzi*, 
der im hiesigen Institut das Blut von Thalassochelys corticata 
untersucht hatte und den Gewichtsverlust nach ahnlicher 
Methodik bestimmte, d. h. an der lufttrocknen Substanz, hatte 
10,09°/, Gewichtsabnahme beim Trocknen gefunden. Diese 
geringen Unterschiede kénnen jedoch durch die oben beschriebeue F ~ 
Methodik bedingt sein, da die Schnelligkeit der Wasserabgabe F — 
von der Feinheit des untersuchten Pulvers in hohem Mabe J ~ 
abhangig war. 4 





Zusammenfassung. 


1. In Anlehnung an das Dialysierverfahren von Hartridge f 
wird eine vereinfachte Methode zur Darstellung volf 
krystallisiertem Oxyhimoglobin aus Pferdeblut arf 
gegeben, bei welcher weder Alkokohol, noch Toluol oder ihn-f 
liche Substanzen zur Anwendung gelangen. : 
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2. Die Darstellung von krystallisiertem Hamoglobin, 
Kohlenoxyd- und Stickoxydhimoglobin wird beschrieben. 
3. Die wichtigsten physikalischen und chemischen Kigen- 
schaften des reinen Stickoxydhimoglobins werden be- 


4. Untersuchungen iiber das sogenannte Krystallwasser 
des Oxyhiimoglobins ergeben, daB krystallisiertes OHb ver- 
schiedener Darstellungsweise und verschiedener Tiere, daf 


~ ferner NOHb und COHb, daB schlieBlich amorphes OHb 


beim Trocknen annihernd den gleichen Gewichtsverlust erleiden. 
Es ergibt sich ferner, da® der Trockenriickstand an der Luft 
wieder Feuchtigkeit anzieht. Der Gewichtsverlust beim 
Trocknen darf daher nicht als Krystallwasserverlust 


ae 
_ 
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i 
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| aufgefaBt werden. Er ist wohl auf Entquellung zuriick- 
' ) cufihren. 


Experimenteller Teil. 


at. Bestimmung der notwendigen Dauer des Trocknens. 


Es wogen nach 2 bzw. 4, 6, 8 Stunden Aufenthalt im 
Vakuumtrockenschrank bei 100° und 12 mm Druck: 











» | | OHb (amorph) 

















Bezeichnung Gow. — 4Stdn. | 6 Stdn. | 8 Stdn 

| | OHb (Toluol) . .| 0,3763 | 0,3476 | 0,3485 | 0,3407 | 0,3398 
|) OHb (Alkohol) . 0,4330 | 0,4015 | 0,3965 | 0,3938 | 0,3938 
0,5979 | 0,5640 | 0,5522 | 0,5422 | 0.5404 





Unter OHb (Toluol) wird hier und im folgenden das nach 
Heidelberger unter Zusatz von Toluol dargestellte krystalli- 
sierte Oxyhimoglobin verstanden (Niheres iiber die Methode 
siche oben), unter OHb (Alkohol) das aus 20°/,igem Alkohol 
umkrystallisierte, unter OHb (Wasser) das nach dem oben be- 


_ schriebenen Verfahren aus Wasser umkrystallisierte Praparat. 
a Das als OHb (amorph) beschriebene Oxyhimoglobin war durch 
 Faillung mit 40°/,igem Alkohol bei Zimmertemperatur ge- 


wonnen, mit der Fiallungsfliissigkeit gewaschen und _ luft- 
getrocknet worden. Es erschien im Mikroskop, auch bei Be- 
trachtung im polarisierten Licht, amorph. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 11 
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2. Bestimmung des Gewichtsverlustes beim Trockney, 


Das Trocknen erfolgte bei 100° und 12 mm Druck uni 
dauerte 8Stunden. Hs sind diegleichzeitig vorgenommenen Probe 
zusammengefaBt. Die Gewichtsangaben erfolgen in Gramm. 


























’ Gewicht Gewicht Verlust 
Bezeichnung lufttrocken | nach Trocknen Differenz in °/, 
OHb (Toluol) 0,3763 0,3398 0,0365 9,7 
OHb (Alkohol) 0,43380 0,3938 0,0392 91 
OHb (amorph) 0,5979 0,5404 0,0575 9,6 
OHb (Toluol) 0,3806 0,3427 0,0379 9,9 
OHb (amorph) 0,4576 0,4120 0,0456 9,9 
OHb (Alkohol 1,1201 1,0215 0,0986 8.8 
Ob (Toluol) 0,3392 0,3077 0,0315 93 
OHb (Wasser) 1,0196 0,9268 0,0928 91 
OHb (Wasser) 1,0586 0,9620 0,0965 9,1 
OHb (Wasser) 0,5388 0,4890 0,0498 9,3 
OHb (Wasser) 0,3008 0,2730 0,0278 9,3 
OHb (Wasser) 0,7114 0,6470 0,0644 9,1 
OHb (Toluol) 0,8109 0,7295 0,0814 10,0 
OHb (Toluol) 1,1753 1,0594 0,1159 9,9 
OHb (Toluol) 0,7629 0,6873 0,0756 9.9 
OHb (amorph) 0,1448 0,1310 0,0188 9.5 


In gleicher Weise wurde der Gewichtsverlust des nach | - 
der beschriebenen Methode dargestellten Kohlenoxydhimo- f | 
globins vom Pferde (COHb), des Stickoxydhimoglobins vow | 
selben (NOHb), des aus 20°/,igem Alkohol umkrystallisierten | 
Oxyhimoglobins vom Rind und vom Schwein bestimmt. 


























Bezeichnung | juivocken | nach ‘Trocknen | Differenz | \i"0"" 
COHb (Pferd) 0,8914 0,8078 0,0836 9,4 
COHb (Pferd) 1,0431 0,9475 0,0956 9,2 
NOHb (Pferd) 0,4687 0,4253 0,0434 9,3 
NOHb (Pferd) 0,3670 0,3334 0,0336 9,2 
OHb (Rind) 0,5387 0,4908 0,0479 8,9 
OHb (Rind) 0,5689 0,5198 0,0496 8,7 
OHb (Schwein) 0,8226 0,7460 0,0786 9,3 
OHb (Schwein) 0,8962 0,8131 0,0831 9,3 
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In den folgenden Versuchen erfolgte das Trocknen nach 


nd —. der von Willstaétter und Pollinger angegebenen Methodik 
ye. | im Hochvakuum bei Zimmertemperatur iiber P,O,. Die Dauer 
des Trocknens betrug 15 Stunden. 











Bezeichnung 


Gewicht 
lufttrocken 











. OHb (Wasser) 
| — = OHb (Toluol) 
OHb (amorph) 


OHb (Toluol) 
OHb (Toluol) 
OHb (Wasser) 
OHb (Wasser) 
OHb (amorph) 





cS 
Peo ee 


_ obigen Proben. 





0,5614 
0,4610 
0,6226 
0,9588 
0,9086 

















Gewicht Differenz Verlust 
nach Trocknen in °, 
0,7659 0,0842 9,9 
0,4414 0,0488 9,9 
0,4320 0,0505 10,5 
0,5071 0,0543 9,7 
0,4169 0,0441 9,6 
0,5638 0,0588 9,5 
0,8705 0,0883 9,2 
0,8327 0,0759 8,4 


Die folgenden 5 Proben wurden durch Behandlung mit 
Alkohol und Ather bei Zimmertemperatur denaturiert. 
Gewichtsverlust im Vakuum war ein geringerer als der der 


Thr 



































Bezeichnung Rica i on Differenz ner 
OHb (Toluol) 0,2571 0,2388 0,0183 7,1 
OHb (Toluol) 0,0479 0,0449 0,0030 6,3 
OHb (Wasser) 0,9951 0,9171 0,0780 7,8 
OHb (Wasser) 0,3987 0,3684 0,0303 7,6 
OHb (amorph) 0,4227 0,3891 0,0336 1,9 
ust 3. Bestimmung der Gewichtszunahme 
on . nach dem Trocknen. 
: ’ Die bei 100° und 12 mm Druck 8 Stunden getrockneten 
3 4 Substanzen wurden offen in unbedeckten Wageglischen stehen 
2 [| gelassen und nach 24 sowie nach 48 Stunden gewogen. Um 
9 | | Vergleichswerte zum Gewichtsverlust beim Trocknen zu haben, 
z 4 wurde die Gewichtszunahme in Prozenten des endgiiltigen 
— hoheren Gewichtes ausgedriickt. 


~~ 





44° 
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? Trocken- Gew. nach | Gew. nach Riiahine 

Bensishaung gewicht 24 Stdn. 48 Stdn. in 9), 
OHb (Toluol) . . 0,5120 0,5478 0,5483 6,6 
OHb (Wasser). . 0,4300 0,4590 0,45938 6,4 
OHb (Wasser). . 0,8259 0,3489 0,8489 6,6 
OHb (amorph) . . 0,4320 0,4595 0,4626 6,7 














4, Hisenbestimmungen. 


Die Substanz wurde nach 8stiindigem Trocknen bei 100’ 
und 12 mm Druck gewogen, dann im ‘Tegel verascht, die 
Asche in HCl gelést, am Wasserbad eingedampft, neuerlich 
in Wasser unter Zusatz von ein wenig HCl gelést und mit NH, 
gefillt. Um etwa von der Darstellung her anhaftende Spuren 
von alkalischen Erden auszuschlieBen, wurde mit Essigsiiure 
schwach angesiuert, auf aschefreiem Filterchen filtriert, wobei 
das Filtrat stets mit Ferrocyankalium auf Eisen gepriift 
wurde, dann verascht, die Fallung wiederholt, ein zweites 
Mal verascht, gegliiht und EHisenoxyd auf der Mikrowage 
gewogen. 



































. Trocken- ‘ 
Bezeichnung gewicht Fe,O, mg Fe °/, 

OHb (Toluol) . . . ... 0,5120 2,501 0,342 
OHb (Wasser). . .... 0,4300 1,998 0,326 
OHb (Wasser). . . . . 0,3259 1,555 0,335 
OHb (amorph). .... . 0,3644 1,710 0,328 


Kine gleiche Bestimmung an Praparaten nach Dena- 
turierung mit Ather und Alkohol ergab: 























‘ Trocken- 
Bezeichnung gewicht Fe,O, mg Fe °/, 

OHb (Wasser). . ... . 0,5482 2,906 0,371 
OHb (Wasser). . . . . . 0,5449 2,939 0,378 
OHb (Wasser). . . . . . 0,1772 0,980 0,367 


¥ 
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Studien tiber Liéslichkeit und Verdaulichkeit von 
Abbauprodukten der Albumoide. 


I. Mitteilung. 
Von 


Dr. Zdenko Stary, Assistent. 





(Aus dem deutschen med.-chem. Universitatsinstitut Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Mirz 1924.) 


Die groBe Resistenz der Albumoide, mit welcher auch die 
physiologische Bedeutung solcher GeriisteiweiBe (Skleroproteine) 
in Zusammenhang steht, erscheint auffaillig, wenn man be- 
denkt, daB diese Eiwei8kérper doch wohl aus leicht léslichem 
Material hervorgegangen sind, vielleicht sogar im allgemeinen 
als erhairtete Sekrete aufzufassen sind. 

Im hiesigen Institut sind bereits eine Reihe von Ver- 
suchen mit Rinderhorn und Menschenhaar ausgefiihrt worden, 
welche iiber die Fermentspaltbarkeit dieser Keratine bzw. der 
aus ihnen gewonnenen Keratosen AufschluB geben sollten. Es 
wurden zwar mit guter Ausbeute durch Kinwirkung verdiinnter, 
waiBriger Laugen bei Zimmertemperatur Spaltprodukte erhalten, 
welche nach ihrer Aussalzbarkeit als Proto- und Deutero- 
keratosen definiert wurden; sie erwiesen sich aber als durch 
Laugeneinwirkung weitgehend racemisiert.1) Aus ihrer be- 
deutenden Resistenz gegen Pepsin nnd Trypsin konnte kein 
SchluB auf die Wirkung dieser Fermente gegeniiber normalen 
»Albumosen“ des Keratins gezogen werden, denn Ovalbumin 





') Langecker, Diese Zs. Bd. 108, S. 229 (1919); Bd. 115, 8. 130 
(1921). 
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~ gab bei analoger Behandlung mit verdiinnten wabrigen Laugen 
gleich resistente Albumosen. 

Dasselbe Bedenken einer sekundiren Veriinderung bei der 
 Lésung gilt gegeniitber den zuerst im Wiener med.-chem. In- 
 stitut durch R. Bauer’) hergestellten Atmidkeratosen, die unter 
der Wirkung des bei hoher Temperatur abgespaltenen Ammo- 
niaks racemisierte Aminosdiuren enthalten und durch Fermente 
nur spurenweise abgebaut werden. Auf die von Heiduschka 
und Komm?) unter Zusatz von NH, erhaltenen Atmidkeratosen 
trifft der Kinwand einer sekundaren Racemisierung noch mehr zu. 

Wie R. Zeynek beim Physiologentag in Tiibingen mit- 
' geteilt hat, ist es im hiesigen Institut gelungen, bei etwa 
- istiindigem Kochen von Keratinen in Gemischen von Kisessig 
; ; und Monochloressigsiure oder Monobromessigsiure eine Spaltung 
_ der Keratine ohne Bildung grié®erer Mengen von Huminsub- 
' stanzen zu erreichen. Die zum Teil in Wasser, zum gréfSten 
Teil in Alkohol léslichen Spaltprodukte stellen aber noch 
evoke Komplexe dar. Sie sind in mancher Beziehung 4hnlich 
den von Brigl und Klenk®) bei etwa 200° mit Phthalsiure- 
anhydrid erhaltenen Abbauprodukten von Elastin. Uber die 
Details dieser Untersuchungen wird spiter berichtet werden; 
gegenwirtig sei nur hervorgehoben, da8B anscheinend analog 
wie bei der Phthalsiurewirkung, trotz partieller Acetylierung, 
nur wenige Bindungen im Keratinmolekiil gelést werden. Bei 
diesen Spaltungsprodukten ist eine Racemisierung nicht wahr- 
/| scheinlich. 

- Ks gelingt iibrigens auch Horn wie Haare schon durch 

Krhitzen mit Hisessig allein in Lisung zu bringen, nur muB 

. dabei eine etwas héhere Temperatur verwendet werden. Im 

h q zugeschmolzenen Rohr auf 130° erhitzt, gehen Hornspiane rasch, 
_» Menschenhaare langsam in Lésung. 












Ps 
1 Beim Sichten der zum Teil weit zuriickliegenden Literatur fanden 
" wir, daB letztere Beobachtung keine neue ist. Schon Berzelius er- 
' ') Diese Zs. Bd. 35, S. 343 (1902). 

*) Diese Zs. Bd. 121, S. 221 (1921); Bd. 124, S. 37 (1928); Bd. 126, 
" S. 261 (1928). 


*) Diese Zs. Bd. 131, S. 66 (19238). 
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wihnt') die Wirkung von Essigsiure auf Keratin (Horn) und Gorup. 
Besanez schreibt 1878 in seinem ,,Lehrbuch der physiologischey 
Chemie“?): ,,Essigsiiure zeigt bei gewéhnlicher Temperatur (auf Hor. 
gewebe) keine oder nur sehr geringe Einwirkung; bei sehr Jangem 
Kochen wird ein Teil des Gewebes gelést; werden dagegen Haare. 
Nigel, Igelstacheln, Schuppen (von Schlangen) mit Eisessig in zy- 
geschmolzenen Réhren auf 130° erhitzt, so geht der gréBte Teil des 
Gewebes in Liésung. Die so erhaltenen Lésungen triiben sich auf 
Wasserzusatz und werden durch Neutralisation mit Alkali gefallt; ein 
Uberschu8 von Natronlauge lést den Niederschlag nicht; Kupfersulfat 
gibt in alkalischer Lésung violette Farbung und es zeigt der durch 
Neutralisation der essigsauren Lésung erhaltene Niederschlag gegen 
Salpetersiiure und Ammoniak das Verhalten der EiweiBkérper. Die 
essigsaure Lisung der Haare enthilt Schwefelwasserstoff (J iidell)". 

Die Reaktionsprodukte, welche bei der Lésung von Kera- 
tinen durch Eisessig unter Druck bei 130° entstehen, sind 
in erster Linie dadurch auffallend, daB sie eine viel ge- 
ringere Biuretreaktion geben als andere ganz gleichartig be- 
handelte Eiwei®kérper wie Albumin oder Casein. Es ist 
danach zu vermuten, daB der Aufbau der Keratine, abgesehen 
von der Art der durch Hydrolyse isolierten Bausteine, gegen- 
tiber der Struktur der sogenannten echten Hiweifkérper doch 
noch andere Unterschiede aufweist. Die Verdaulichkeit der 
so erhaltenen Produkte wie der Produkte, die bei der Spaltung 
mit Eisessig plus Halogenessigsiure erhalten wurden, ist aller- 
dings eine nur geringe. 

Bei mehrfachen Versuchen, aus Keratinen verdauliche 
Produkte darzustellen, hatten wir einen schénen Erfolg, als 
Kisessig unter Zusatz von Brom verwendet wurde. Man er- 
halt so Produkte, welche sich durch Trypsin leicht abbauen 
lassen und zwar auch dann, wenn keine Lésung des Keratins 
nach der Einwirkung von Eisessig und Brom eingetreten war. 

Werden Menschenhaare durch mehrere Tage bei Zimmer- 
temperatur mit Kisessig und Brom (5—10°/,) stehen gelasseu, 
so sind sie in ihrer Konsistenz nur wenig, in ihrem Aussehen 
fast gar nicht verindert, jedoch schon in sehr verdiinntem 





'!) Berzelius, Lehrbuch der Chemie, 4, Aufl, Bd. 9, S. 378 und 
381 (1840). 
2) 4. Aufl., S. 654 (1878). 
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Alkali, léslich geworden. Sie sind dann durch Trypsin so leicht 
aufspaltbar, daB schon nach mehreren Stunden die Verdauungs- 
fiissigkeit nach Ansiuern und Sattigung mit Ammonsulfat 
yollstindig klar bleibt und auch mit Phosphorwolframsiure 
nur geringe Triibungen gibt. 

Diese Reaktion kann schwerlich als eine primare Oxy- 
dationswirkung angesehen werden. Wahrscheinlich ist sie als 
Substitutionswirkung zu deuten, die vielleicht nach Wasser- 
zutritt zu Spaltungen von Ringen fihrt. Allerdings vermégen 
wir aber nicht auszuschlieBen, da8 bei der Kinwirkung von 
Brom und Kisessig auf Keratin nicht doch auch Oxydations- 
wirkungen unter Vermittlung von Wasser (das eventuell sekundar 
entstanden sein kénnte) auftreten oder durch den nachtrig- 
lichen Wasserzusatz zu dem Bromprodukt hervorgebracht werden. 

Weitere Schliisse oder Hypothesen sollen in dieser Mit- 
teilung noch nicht aufgestellt werden, so lockend es wire, 


_ manche unserer Erfahrungen im Sinne der interessanten Theorie 
- von N. Trénsegaard?) zu deuten. Hier sei nur bemerkt, daf 


nach Erfahrungen von Prof. Zeynek Cystin von reinem kon- 


_ zentriertem Kisessig und Brom in der Kalte auffallend wenig 


angegriffen wird, der ,,bleischwirzende Schwefel“ bleibt im 
wesentlichen erhalten. 

In einer Reihe vorerst nur orientierender Versuche war 
nun festzustellen, ob bei direkter Oxydation Gruppen (Bin- 
dungen), welche die Fermentwirkung hindern, beseitigt werden. 
Uber diese Versuche sei folgendes mitgeteilt. 

Behandlung mit Oxydationsmitteln in neutraler Lésung 
scheint Keratin nicht oder nur 4uBerst langsam in die durch 


. Trypsin verdauliche Form iiberzufiihren. Durch mehrwochent- 
a liche Behandlung mit Wasserstofiperoxyd (Merck) in 6- und 


12°) iger Lésung wurden Haare zwar ausgebleicht, zeigten 
aber sonst keine vom Ausgangsmaterial abweichende LHigen- 
schaften. Krst nach sehr langer EKinwirkungszeit, als in der 
Liésung bereits reichlich Schwefelsiure, herriihrend von der 


eee 





+) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1921); Bd. 127, S. 187 (1923); Bd. 180, 
S. 84 (1923); Bd. 183, S. 116 (1924). 








164 Zdenko Stary, 


Oxydation abgespaltenen Schwefels, nachweisbar war, erwies 
sich das Keratin als verindert und durch Trypsin verdaulich. 
Oxydationsversuche mit Wasserstoffperoxyd in sodaalkalischer 
Lésung ergaben ein vollkommen negatives Resultat. 

Bromwasser und Chlorwasser gaben dagegen verdauliche 
Produkte. Da durch die Einwirkung dieser beiden Reagenzien 
auf KiweiB reichlich Halogenwasserstoff gebildet wird, aber 
Substitutions- und Oxydationswirkungen der Halogene (nach 
demnichst mitzuteilenden Erfahrungen Prof. Zeyneks) jeden- 
falls nebeneinander eintreten, so wurden weitere Versuche ge- 
macht, um den KinfluB von Oxydationsmitteln in saurer Lisung 
allein kennen zu lernen. 

In einem mit Schwefelsiure und Wasserstoffperoxyd durch- 
gefiihrten Reihenversuch, in welchem sowohl die Konzentration 
des Oxydationsmittels als auch die der verwendeten Siure 
varliert wurde, zeigte es sich, daB in stark saurer Liésung eine 
geringere Menge Wasserstoifperoxyd die gleiche Wirkung be- 
treffend Verdaulichkeit hervorruft, wie ein gréBerer Uberschul 
von Wasserstoffperoxyd in schwach saurer Lésung, d.h. dab 
Oxydationsmittel und Siure sich in dieser Hinsicht bis zu 
einem gewissen Grade ersetzen kénnen. 

Diese Versuche hatten auch deshalb ein Interesse, weil der 
hervorragende klinische Kenner der Hornsubstanz P.G. Unna’) 
ein Verfahren zur Trennung verschiedener Keratine (von ihm 
A, B, C-Keratin genannt) angegeben hat, welches Verfahren in 
der Kinwirkung einer wiBrigen Lésung von 5°/, Perhydrol in 
40 volumprozentiger Schwefelsiiure besteht. Die so erhaltenen 
Produkte miissen wir eben schon als Veranderungsprodukte 
der genuinen Keratine ansehen. 

Die durch Oxydation in saurer Lésung (mit H,O,) ent- 
standenen Produkte sind jedenfalls nicht einheitlich. Auffallende 
Unterschiede zeigen sie in ihrem Verhalten bei der Schwefel- 
bleiprobe, in dem Grade der Aufspaltbarkeit durch Trypsin, 
schlieBlich in dem Verhalten gegen Sodalésung. Bei gelinder 
Oxydation entstehen Produkte, die in Sodalésung wenig ldslich 
sind; sie werden durch Trypsin gelést aber im wesentlichen 


2. G. Unna. ,,Biochemie der Haut 1913, S. 68. 
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nur zu ,Antipepton“ im Sinne Kiihnes abgebaut. Bei weiterer 
Oxydation nimmt die Léslichkeit in Sodalésung zu, endlich 
fihrt auch die Trypsinspaltung zu abiureten Produkten. Erst 
bei starker Oxydation wird die Schwefelbleiprobe negativ, so 
dab also zwischen Verdaulichkeit und der Lésung der -S—S- 
Briicke wohl kaum eine Beziehung nachzuweisen sein diirfte. 
(Entgegen unserer friiheren Vermutung, die wir uns als Ar- 
beitshypothese zur Erklarung der Schwerléslichkeit der Keratine 
aufgestellt hatten.) 

Die Millonsche Reaktion fehlt natiirlich bei den durch 
Halogenwirkung dargestellten Priparaten, wiihrend sie bei den 
Produkten der Einwirkung von Wasserstoffperoxyd positiv ist. 

Menschenhaare, die monatelang der Einwirkung von mit Jod ge- 
sittigtem EKisessig ausgesetzt waren, verhielten sich in ihrer Léslichkeit 
vollkommen gleich wie unbehandeltes Haar. 

Kin geringer Permanganatzusatz zur Suspension von Keratin in 
verdimnter Schwefelsiiure hinzugefiigt, scheint nur sehr langsam ein- 
zuwirken; konzentriertere Permanganatlésungen zersetzen Keratin unter 
Gasentwicklung, wobei reichlich Wirme frei wird. 

Die weiteren Untersuchungen werden sich mit der sorg- 
fiiltigen Charakterisierung der durch die neuen Methoden er- 
haltenen Veriinderungsprodukte der Keratine befassen und auch 
andere KiweiBkérper in den Rahmen der Untersuchungen ein- 
beziehen. Uber letztere liegt im Sinne unserer Arbeiten nur 
die Studie von Siegfried und Reppin?) vor, in welcher diese 
Forscher zeigten, daB Gelatine selbst ein weit gréBeres Re- 
duktionsvermégen besitzt als der Gesamtheit der durch totale 
Hydrolyse aus ihr erhaltenen Aminosiiuren entspricht. 


Belege. 


Das verwendete Menschenhaar war mit hiufig gewechseltem 
Seifenwasser und hierauf mit destilliertem Wasser griindlich 
gereinigt und zweimal mit Ather extrahiert worden. Trotzdem 
waren gelegentlich Verunreinigungen, vor allem mit Sand, nach- 
zuweisen. 

Kin geringer Hisengehalt wurde niemals vermiBt. 


) Diese Zs. Bd. 95, S. 18 (1915). 
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I. 


Behandlung von Keratin, Serumalbumin, Casein mit 
Eisessig unter Druck bei 130°. 


2 g feingemahlene Hornspine wurden im HinschluBrohr mit 
20 ccm Kisessig auf 130° erhitzt. Gleichzeitig wurden 2 ¢ 
trockenes, pulverisiertes Serumalbumin mit der gleichen Menge 
Hisessig im selben SchieBofen auf dieselbe Temperatur erhitzt. 

Nach 2 Stunden war von beiden Proben nur ein Bruch 
teil in Lésung gegangen, nach 4 Stunden war der Inhalt beider 
Rohre gréBtenteils gelést. Die Rohre wurden nach dem Ab- 
kihlen eréffnet, die Lésung durch gewogene aschenfreie Filter 
vom Riickstand getrennt und mit Hisessig nachgewaschen. 
Von den Hornspiinen waren 0,3 g, vom Albumin 0,7 g Trocken- 
substanz ungeldst geblieben. 

Beide Filtrate sind braunrote Lésungen, aus denen beim 
Verdiinnen mit Wasser, stirker beim Neutralisieren mit Alkali 
ein flockiger Niederschlag ausfillt, der sich leicht im Uber- 
schuB von Alkali lést. Mineralsiiuren lésen ihn weit schwerer 
auf, Hisessig erst nach reichlichem Zusatz. 

Nach Abdestillieren des Kisessigs der Hornlésung aus 
dem KinschluBrohr bleibt ein gelbbrauner, leicht pulverisier- 
barer Riickstand zuriick. Er gibt starke Schwefelbleireaktion, 
deutliche Reaktion nach Adamkievicz-Hopkins, die Reaktion 
nach Molisch aber nur schwach. Besonders auffallig ist seine 
nur sehr schwache Biuretprobe im Vergleich zu dem ganz 
analog behandelten Serumalbumin. 

Um festzustellen, daB es sich hier nicht um partielle Verdeckung 
der Biuretfirbung durch das in der Hornlésung nach Zusatz von Alkali 
und Kupfersulfat entstehende Kupfersulfid handelt, wurden gleichkon- 
zentrierte Proben der durch Erhitzen mit Eisessig hergestellten, stark 
alkalisch gemachten Albumin- und der Hornlésung zur Oxydation des 
Schwefelalkali mit einigen Tropfen H,O, und hierauf mit CuSO, ver- 
setzt. Nach anfinglichem Aufschiumen zeigte die Albuminlésung starke 
Violettfirbung, die Hornlésung nur graue Farbentdne. 

Das nach Abdestillieren des Eisessigs zuriickbleibende 
Verinderungsprodukt des Serumalbumins zeigte im_ iibrigen 
die gleichen Farben und Fiallungsreaktionen wie das analog 


dargestellte Veranderungsprodukt des Horns. 
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Beide Produkte wurden wiederholt auf ihre Verdaulichkeit 
gepriift. Kine geringe Trypsinverdaulichkeit ist zweifellos vor- 
handen, doch waren auch nach durch 4 Tage fortgesetzter 
Verdauung allemal noch gréBere Mengen eines durch Ansduern 
oder Aussalzen fallbaren Proteinrestes vorhanden. 

Haare sind durch Eisessig bei hoher Temperatur wesent- 
lich schwerer und erst nach laingerer Zeit zur Lésung zu 
bringen als Horn. 2g Haar mit 20 ccm Kisessig auf 130° 
erhitzt zeigte erst nach 8 Stunden stiirkeren Zerfall. Der 
nach Eréffnen des Rohres abfiltrierte, ungeléste Rest wog 
0,5 g. Der Versuch wurde mehrmals mit dem gleichen Er- 
sebnis ausgefiihrt. 

Zum Vergleich wurden 2g Casein nach Hammarsten 
gleichzeitig und unter gleichen Bedingungen auf 130° erhitzt. 
is blieb hiervon die ungefaihr gleiche Menge (0,55 g) ungelést. 
Die auf diese Weise dargestellten Verainderungsprodukte aus 
Haaren und Casein zeigten die gleichen Farben und Fallungs- 
reaktionen wie die aus Horn und Serumalbumin dargestellten 
Priparate. Auffallend war auch hier die groBe Differenz in 
der Intensitit der Biuretreaktion, eine Differenz, welche auch 
nach Oxydation des ,,bleischwarzenden Schwefels“ durch H,O, 
vorhanden blieb. 


IL. 


Behandlung von Keratinen mit Halogenen und 
Oxydationsmiiteln. 


A. 5g Haar wurden mit 90 ccm Hisessig, dem 10 ccm 
30°/,iges Perhydrol zugesetzt worden waren, bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. In mehrtigigen Intervallen wurden 
je 2 Proben des fast voéllig ungelést gebliebenen Haars ent- 
nommen, mit Wasser gewaschen und mit n/5-Natriumcarbonat 
mit und ohne Zusatz von Trypsin in den Brutschrank gestellt. 
Schon nach 3 tigiger Kinwirkung von Hisessig und Wasserstoff- 
peroxyd wurde das Haar von der alkalischen Trypsinlésung 
groBtenteils gelést, wihrend die mit Sodalésung behandelte 
Kontrolle noch véllig ungelést geblieben war. Selbst nach 
) tigiger Behandlung mit dem obigen Oxydationsgemisch war 
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das Haar in Sodalésung auch in der Warme nur recht wenig 
léslich, von Trypsin aber wurde es innerhalb 24 Stunden glat 
und restlos gelést. Nach 7tigiger Behandlung entnommene 
Proben ergaben dasselbe Resultat, nur war die Léslichkeit iy 
Natriumcarbonat deutlich gestiegen, und die mit Trypsin durch 
48 Stunden verdaute Liésung gab keine Biuretreaktion mehr, 

In neuen Versuchen wurde die LEisessiglésung nach 
7 Tagen abfiltriert. Das Filtrat farbte Jodkalistarkepapier 
blau und reagierte sauer gegen Kongopapier. Auf Verdiinnen 
mit Wasser oder Neutralisieren trat eine Triibung auf, dic 
sich in Alkali léste. Auch hier war die Hauptmenge des 
Haars ungelést geblieben; es wurde gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Es war stark gebleicht, zu kleinen Stiickchen 
zerfallen und léste sich leicht in Alkalien auf. Die Lésung 
gab im Gegensatz zu den mit Eisessig auf 130° erhitzten 
Keratinproben eine starke Biuretreaktion. Positiv waren auch 
die Reaktionen nach Millon und Molisch, aber nicht mehr 
die Schwefelbleiprobe und nicht die Reaktion nach Adanm- 
kievicz-Hopkins. 

Um festzustellen, ob das mit Hisessig und H,O, vor- 
behandelte Haar seine Angreifbarkeit durch Trypsin beim 
Trocknen und langeren Aufbewahren nicht einbiiBt, wurde 
nach einigen Wochen dem Priparat eine Probe entnommen, 
und der Trypsinverdauung bei 40° unterworfen. Wahrend 
n/5-Natriumcarbonat nach 48 Stunden das Haar nur teilweise 
gelést hatte, die tiberstehende Liésung aber beim Ansiuem 
eine reichliche Fallung zeigte, hatte Trypsin das Haar bereits 
nach 24 Stunden vollstaindig gelést; auf Ansiuern und Ganz- 
sittigung mit Ammonsulfat trat keine Triibung der Lésung 
ein. Die Biuretreaktion war stark positiv. (Auch eine andere 
durch 10 Stunden trocken auf 100° erhitzte Probe zeigte das 
gleiche Resultat.) 

B. 5 g Haar wurden in 100 ccm eines Gemisches von 
90 Teilen 2n-Salzsiure und 10 Teilen 30°/,igem Perhydrol 
(Merck) bei Zimmertemperatur stehen gelassen. In gleicher 
Weise wie beim obigen Versuch wurden in mehrtigigen Inter- 
vallen Proben entnommen, und der T'rypsinwirkung ausgesetzt. 
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Nach 3 tagiger EKinwirkung des Gemisches erwiesen sich 
die Haare als in Sodalésung und Trypsin fast vollstandig un- 
jéslich. 

Auch nach 5tigigem Stehen blieb das Haar in n/5- 
Natriumcarbonatlésung fast vollstandig unléslich, léste sich 


'aber in schwach sodaalkalischer Trypsinlésung vollstindig auf. 


Nach 48 stiindiger Trypsinwirkung war in der Verdauungs- 
fliissigkeit aber noch ein sehr reichlicher, durch Siure aus- 
fillbarer Proteinrest nachzuweisen. ‘Trotz leichter Léslichkeit 
in Trypsin war hier also die Verdaulichkeit des Priparats 
keine sehr weitgehende. 

Dagegen zeigten die nach weiteren 2 agen entnommenen 
Proben nicht nur vollstandige Léslichkeit in Trypsin, sondern 
wurden durch 48 stiindige 'Trypsinverdauung so weit abgebaut; 
da8 die Lésung auf Ansiuern keine, auf Ganzsattigung mit 
Ammonsulfat nur Spuren einer Triibung zeigte. Doch war 
die Biuretreaktion erhalten, die angesiuerte Lésung gab mit 
Phosphorwolframsiure eine Triibung. Durch Sodalésung allein 
velang es auch beim Kochen nicht, das Haar auch nur zum 
groBeren Teil zur Lésung zu bringen. 

Bei diesen Versuchen wurde die Oxydation des Haars 
nach 7 Tagen unterbrochen, das Haar abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. Die abfiltrierte, salzsaure Per- 
hydrollé6sung war leicht gelbgefarbt, gab eine positive Biuret- 
reaktion und eine geringe Fallung mit Phosphorwolframsiure ; 
zeigte aber keine Triibung beim Verdiinnen oder Neutralisieren 
oder auf Ganzsittigung mit Ammonsulfat. 

Das gré8tenteils ungelést gebliebene Haar war in Farbe; 
Elastizitit und ZerreiBbarkeit von unbehandeltem Haar kaum 
zu unterscheiden, gab starke Schwefelbleireaktion und die 


| Reaktion nach Molisch; dagegen waren die Reaktionen nach 


Millon und Adamkievicz-Hopkins negativ, was wohl auf 
die Kinwirkung des in der Lisung stiindig in geringer Menge 
entstandenen Chlors zuriickzufiihren sein diirfte. 

Durch Trocknen, langeres Aufbewahren und langeres Er- 
wirmen auf 100° biéBte das so behandelte Haar seine Ver- 


daulichkeit nicht ein. 
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Vergleichsweise und um nachzuweisen, da8 um die ge. 
schilderte Wirkung zu erreichen, die Einwirkung der Siiure 
allein nicht geniigt, wurden gleichzeitig mit diesem Versucl 
5 g Haar der Einwirkung von 100 ccm 2n-Salzsiure be; 
Zimmertemperatur ausgesetzt. Nach 2, 8, 20, 23 Tagen ent. 
nommene Proben blieben in allen Fallen von Sodalésung uni 
Trypsin vollkommen unangegriffen, in der iiberstehenden 
Fliissigkeit war niemals Biuretreaktion nachzuweisen. 2 n-Salz- 
siure allein vermag also Menschenhaar in der Kialte auch 
nicht spurenweise in sodalésliche oder trypsinverdauliche Pro. 
dukte zu verwandeln. 

C. 5g Haar wurden mit 100 ccm gesittigtem Bromwasser 
versetzt. Nach wenigen Stunden war das Bromwasser villig 
entfirbt. Es wurde abgeschiittet und neuerdings die gleiche 
Menge gesittigtes Bromwasser zugesetzt, welches sich im Laufe 
der nachsten Tage nur mehr langsam entfairbte. Die Lésung 
reagierte infolge des gebildeten Bromwasserstofis kongosauer. 
Schon nach 2 Tagen zeigte das Keratin eine weitgehende Lis. 
lichkeit in Natriumcarbonat, war aus dieser Lésung aber durch 
Ansaiuern oder Aussalzen faillbar. Auch 48 stiindige Trypsin- 
verdauung vermochte das Haar nicht restlos zu lésen, doch 
war die iiberstehende Fliissigkeit total peptonisiert, und gab 
auf Ansiuern und Sattigung mit Ammonsulfat keine Triibung, 
Die Biuretreaktion war positiv, Phosphorwolframsiure erzeugte 
eine starke Fallung. 

Auch als nach 15 Tagen das (2.) Bromwasser wieder villig 
entfirbt war und der Versuch abgebrochen wurde, gelang es 
nicht, das Haar durch Trypsin restlos zur Lésung zu bringen. 
Doch war hier die Verdaulichkeit eine weitergehende; die 
iiberstehende Verdauungslisung zeigte weder auf Ansiuerm F 
noch nach Ganzsiittigen mit Ammonsulfat eine Triibung. Au f 
Zusatz von Phosphorwolframsiure fiel dagegen noch eine 
Triibung aus. Biuretreaktion war nach der Verdauung nicht 
nachzuweisen. 

Auch nach der beschriebenen 15 tagigen Einwirkung von 
Bromwasser waren die Haare gréBtenteils ungelést geblieben: 
sie wurden mit Wasser gewaschen und getrocknet. Sie sind 








ge- 
vure 
uch 
bei 
ent- 
und 
den 
alz- 
uch 
PTO 


sser 
ilhig 
iche 
aute 
ung 
uer, 
Lis. 
arch 
)SIn- 
loch 

gab 
ung. 
ugte 


Ollig 
g e8 
gel, 

die 
ern 
Au 
eine 
richt 


von 
ben: 
sind 





Geos Shes se TUS I GREEN D ARR 


Lee 


Léslichkeit und Verdaulichkeit von Abbauprodukten usw. 171 


nur wenig entfirbt, dagegen recht weitgehend zerfallen, lésen 
sich leicht in 2n-Natronlauge. Aus dieser Loésung ist der 
Kiweibkérper durch Ansiuern fast vollstindig fallbar. Nur 
langsam und unvollstandig lésen sie sich im groBen UberschuB 
konzentrierterer Mineralsiuren (HCl, H,SO,). Die Schwefelblei- 
probe, die Biuretprobe, die Reaktion nach Molisch fallen 
positiv, die Reaktionen nach Millon und Adamkievicz 
negativ aus. 

D. Um festzustellen, ob eine iihnliche Wirkung auf 
Keratine etwa auch durch Einwirkung eines Oxydationsmittels 
allein zustande kommen kénne, wurden in einem weiteren 
Versuch 5g Haar mit 100 ccm 6°/,igem Perhydrol durch 
mehrere Wochen in der Kilte stehen gelassen. Nach 8, 5, 7, 


' 17 Tagen entnommene Proben des Haars waren gegen Ferment- 
- lésungen noch vollkommen resistent. Vom Ende der 3. Woche 


> an war in der Flissigkeit freie Schwefelsiiure nachzuweisen. 
' Eine nach 31 Tagen entnommene Probe war bereits nach 
- 24 stiindiger Trypsinverdauung grdBtenteils gelist, die nach 
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p 48 Stunden abfiltrierte Liésung gab rote Biuretreaktion, auf 
' Ansiituern keine Fallung und erst auf Ganzsittigung mit 


Ammonsulfat eine Triibung. Das Haar war hier also im 


_wesentlichen zu Deuteroalbumosen und Peptonen abgebaut 
> worden. 


Das nach Abfiltrieren des Perhydrols mit Wasser ge- 


'waschene und getrocknete Oxydationsprodukt des Keratins, 
das zwar stark ausgebleicht, in Konsistenz und Elastizitit 
aber nur wenig veraindert war, gab deutliche Schwefelblei- 


reaktion, eine positive Biuretreaktion, sowie die Reaktionen 


- nach Molisch, Millon und Adamkievicz-Hopkins. 


In einem ihnlichen Versuch, in dem 5 g Haare mit 


12°), igem Wasserstoffperoxyd in der Kialte behandelt wurden, 
zeigte das Haar erst am 13. Tag eine geringe Trypsin- 
> verdaulichkeit. 


K. Da aus den vorerwihnten Versuchen hervorzugehen 


 schien, da® eine gewisse Siurekonzentration nétig sei, um die 


| Umwandlung des Keratins in die trypsinverdauliche Form 
iiberzufiihren, wurde in einer Reihe von 9 Versuchen, welche 
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mit Wasserstoffperoxyd und Schwefelséure ausgefiihrt wurden, 
sowohl die Anfangskonzentration des H,O, als die der ver. 
wendeten Schwefelsiure variiert. 

Uber diese Versuche sei hier nur zusammenfassend be. 
richtet. 

Wahrend eine 1'/,°/,ige Lésung von Wasserstoffperoxyd 
in 9°/, iger Schwefelsiure trotz 13 tagiger Einwirkung nw 
Spuren einer Trypsinverdaulichkeit zu erzielen vermochte, be. 
wirkte Wasserstoffperoxyd in derselben Konzentration aber in 
18°), iger Schwefelsiure nach 13 Tagen eine deutliche, in 
36°/, iger Schwefelsiure aber bereits nach 3 Tagen eine fast 
restlose Lésung und Peptonisierung durch 48 stiindige Trypsin. 
verdauung. 

In analoger Weise la8t sich durch Zunahme der Kon. 
zentration des Wasserstoffperoxyds das Eintreten der Trypsin- 
verdaulichkeit beschleunigen. Doch war am Ende des Ver. 
suchs in allen Fallen noch ein Uberschu8 von Wasserstoffperoxy? 
nachzuweisen. 

Auch das Verschwinden der Schwefelbleireaktion war 
sowohl durch Zunahme der Konzentration der Siure als auch 
des Oxydationsmittels zu beschleunigen; doch geht die Ver- 
daulichkeit der entstandenen Produkte nicht parallel mit der 
Oxydation des Cystinschwefels. 

Da das Gemisch von Brom und LHisessig eine energische 
Wirkung auf Keratin zu haben scheint, haben wir, um die 
hierbei gewonnenen Produkte fraktionieren und niaher unter- 
suchen zu kénnen, gréBere Mengen Haar der EKinwirkung 
dieses Gemisches ausgesetzt. Uber die Ergebnisse wird in 
der nichsten Mitteilung berichtet werden. 
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Uber die methylierten Eiweifstoffe. 
I. Mitteilung. 


Uber die Wirkung der proteolytischen Fermente auf die 
methylierten EiweiBstoffe. 
| Von 
s Toru Imai. 


" ‘Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Kyoto, Japan. 
Direktor: Prof. Dr. K. Mayeda.) 





(Der Redaktion zugegangen am 14. Marz 1924.) 
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Die Vergleichung der Fermentwirkung auf die natiirlichen 
und die denaturierten EKiweiBstoffe ist in den Ferment- 
‘forschungen nicht nur als solche sehr interessant, sondern 
‘kann auch imstande sein, Beitrige zur Erforschung der Kon- 
stitution der EKiwei8kérper zu liefern, wenn man diese in ihre 
Bausteine zu zerlegen versucht, um aus der Beschaffenheit 
dieser Bausteine Riickschliisse auf das urspriingliche Molekiil 
zu ziehen. 

Was die Verdaulichkeit der desaminierten Proteine an- 
: betrifft, so wurde dariiber in der Literatur viel hin und her 
gestritten. Aber nach der neuesten Untersuchung von Max 
"S.Dunn und Howard B. Lewis!) werden sowohl Casein als 
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"auch desaminiertes Casein mittels Pepsin und Trypsin in vitro 
espalten. Erepsin dagegen konnte das desaminierte Casein 


nur dann weiter angreifen, wenn es vorher durch Pepsin oder 


ene 






') Max S. Dunn u. Howard B. Lewis, Jl. of Biol. Chem. Bd. 49, 
». 343 (1921), 
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Trypsin gespalten war. In allen Fallen war die Verdaulichkeit 
des desaminierten Caseins bei weitem geringer als die des 
Caseins. 

Uber die Methylierung der EiweiBkérper sind schon yor 
Z. Skraup?), Rogozinski’?), Herzig und Landsteiner’ 
S. Edlbacher‘) und anderen Autoren Versuche angestellt 
worden. Sie untersuchten aber die Fermentwirkung auf die 
methylierten Proteine nicht. So habe ich neuerdings mich mit 
dieser Aufgabe beschaftigt und die folgenden Versuche mit 
methyliertem Casein und Kdestin angestellt. 


Experimenteller Teil. 


Versuch mit Casein. 
Darstellung des methylierten Caseins. 


10 g Casein, welches nach der Osborneschen®) Methode 
dargestellt war, wurde in einem geraumigen Kolben (etwa 
1?/, Liter Inhalt) in 400 com Wasser suspendiert, dazu vor. 
sichtig allmihlich 50 ccm abgekiihlte 20°/,ige Natronlauge 
zugefiigt, dann im Laufe von 2—3 Stunden unter gutem Un. 
rihren mit 50 ccm Natronlauge (20°/,) und 60g Dimethyl. 
sulfat abwechselnd in méglichst kleinen Portionen versetzt, 
wobei die Reaktionsfliissigkeit in EKiswasser immer unter 20° ( 
gehalten wurde. 

Nach mindestens 2—3 stiindigem Stehen an einem kiihlen 
Orte wurde die Fliissigkeit vorsichtig mit verdiinnter Saizsiiure 
angesiuert, wobei ein voluminéser flockiger Niederschlag aut- 
trat, welcher sich im Uberschu8 der Salzsiure nicht so gut 
léste wie beim Casein. 





1) Z. Skraup u. E. Krause, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 30, S. 44i ' 
(1909). a 

*) Rogozinski, Diese Zs. Bd. 80, S. 371 (1912). 

°) Herzig u. Landsteiner, Biochem. Zbl. Bd. 61, S. 458 (1914) 

*) §. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 107, S. 52 (1919); Bd. 108, S. 28 
(1919); Bd. 110, S. 153 (1920); Bd. 112, S. 80 (1920). 

5) Osborne, Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 334 und Bd. 33, S. 244 
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it Der Niederschlag wurde koliert und 72 Stunden lang 7 
es : dialysiert. (Es ist vorteilhaft, die Volumen der KiweifSlésung 
' méglichst klein zu halten.) 
n Die schwach gelblich gefarbte, zihe Flissigkeit wurde 
3) : nach Zusatz der 2—3fachen Menge Methyl- und Athylalkohol 
lt : unter stark vermindertem Druck und bei méglichst niedriger 
ie : Badtemperatur zu Sirupkonsistenz eingeengt. Nach dem Hinzu- 
‘it q fiigen der 3—4fachen Menge absoluten Alkohols, wobei eine : 


it — milchige Triibung auftritt, wurde der EiweiBstoff mittels 
_ 7—8 Volumen Ather flockig gefillt und mit absolutem Alkohol 
' und Ather getrocknet. Ausbeute etwa 4 g. 

‘ Es handelt sich um ein weiBes, amorphes Pulver, das 
_ hygroskopisch und ziemlich leicht in Wasser idslich ist. In 
: Wasser quillt es anfangs gelatinéds auf und lést sich dann 
" allmiblich, In verdiinnten Alkalien ist es leicht léslich und 
| fillt mit Salzsiure zum Teil wieder flockig aus. Die Ausbeute 
gestaltet sich durch Siattigen mit Kochsalz giinstiger. 
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Reaktionen: 
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Glyoxylsiureprobe . . . . . . + (schwach) + 
Xanthoproteinreaktion. . . . . + + 
Diazoreaktion. . . . . . .. ~ + (deutlich) 








Fir die Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei 
70—75° C mindestens 20 Stunden lang bis zur Gewichts- 
koustanz getrocknet. 





Methyliertes Casein. 


Bias 
ca 
ne, 
og 
Be 
ena 
ae 
ae 
es 
eg 
Ba 
& 
ees 
eed 
oid 
“Tie 
ae 
ae 
be 
B 
ae 
ay 
bea 
a 
BS 
a 
Be 
“ 
eds 








f °:2919 g Substanz liBt 0,0005 g Asche zuriick . Asche = 0,16°/, 
_ 3333 g Substanz verbraucht zur Neutralisation 
des Ammoniaks 33,84 cem n/10-Schwefelsiiure N = 14,21, 


: Phosphorgehalt (nach Neumann). . ... . = 0,81—0,82°/, 
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Casein. 


0,2874 g Substanz liBt 0,0040 g Asche zuriick . Asche = 1,4°/, 
0,1950 g Substanz verbraucht zur Neutralisation 


des Ammoniaks 21,60 cem n/10-Schwefelsiure N = 15,50°/, 
N (berechnet fiir aschefreies Casein). . . . . N = 15,72%, 
Phosphorgehalt = 0,84—0,85, 


Verdauung von methyliertem Casein durch Pepsin, Trypsin 

und Erepsin hintereinander. 

Methyliertes Casein wurde zuerst mit Pepsin in saurer 
Lésung, dann mit Trypsin und endlich mit Erepsin in schwach 
alkalischer Loésung digeriert und der abgespaltene Amino- 
stickstoff nach van Slyke bestimmt. 

2 g methyliertes Casein wurde in 100 ccm 0,2 °/, iger 
Salzsiure gelést, mit 0,08 g Pepsin versetzt und unter Zusatz 
von etwas Toluol im Brutschrank bei 37°C digeriert. Von 
Zeit zu Zeit wurden 2 ccm fiir die Aminostickstoffbestimmung 
entnommen. Zum Schlu8 wurden 10 oder 20 ccm dieser 
Liésung mit der 3fachen Menge konzentrierter Salzsiure 
10 Stunden lang am RiickfluBkihler gekocht. Das Hydrolysat 
wurde auf dem Wasserbade bis zu dickem Sirup verdampit 
und mit Wasser genau zu dem friiheren Volumen verdiinnt 
und 2 ccm davon fiir die Aminostickstoffbestimmung ent: 
nommen. 

60 ccm dieser durch Pepsin verdauten Eiweiblésung wurde 
mit 6 ccm 15°/, iger Sodalésung schwach alkalisch gemacht, mit 
0,12 g Trypsin versetzt und unter Zusatz von etwas Tolud 
wie vorher behandelt. Kin Teil wurde mit Salzsiure hydro- 
lysiert und der gesamte Aminostickstoff bestimmt. 

30 ccm dieser durch Trypsin verdauten HiweiBlisung 
wurde mit 3 ccm Erepsinlésung!) versetzt und unter Zusat 





1) Die hier gebrauchte Erepsinlésung wurde in folgender Weis 
dargestellt. Die ausgekratzte Rindsdarmschleimhaut wurde mit de: 
3fachen Menge Glycerin gut verrieben und nach 1 tigigem Stehenlasst2 
unter Anwendung der elektrischen Zentrifuge 6 Stunden lang zentrifugier', 
die obere, blaBritlich gefirbte, schwach getriibte Schicht vom Bodensat 
abgetrennt und im Ejisschrank aufbewahrt. Fiir den Gebrauch wurde 
das Glycerinextrakt mit dem 4fachen Volumen Wasser verdiinnt. 
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yon Toluol ganz wie oben behandelt. Zur Kontrolle wurden 
3 ccm Erepsinlésung mit 30 ccm Sodalésung verdiinnt und im 
Brutschrank bei 37° C digeriert. 


Tabelle 1. 








Amino-N in 2 cem 


Amino-N in 2 eem Abgespaltener 
Stunden | Verdauungsfliissigk. total sam sierter N 
(N-Gas in ccm) Side ae in °/, 


methyliertes Casein + 100 cem 0,2°/, iger Salzsiure + 0,08 g Pepsin 


2g 
+ Toluol. 
0 0,02 me - 
24 0,28 6,38 4,0 
72 0,33 oe 4,9 
98 0,34 et 5,0 











60 cem dieser Lésung + 6 cem 15°/,iger Sodalésung + 0,12 g Trypsin 


+ Toluol. 
18 1,09 aw 18,4 
46 1,60 5,82 27,2 
73 1,68 set 28,6 
96 1,87 — 31,9 
120 1,86 — 31,7 











30 cem dieser Liésung + 3 ccm Erepsinlésung + Toluol. 


10 2,25 — 0,05") = 2,20 = 41,6 
25 - 2,80 — 0,07!) = 2,73 | 5,84 — 0,092) = 5,25 51,8 
50 3,06 — 0,081) = 2,98 se 56,6 
95 3,20 — 0,091) = 3,11 _ 59,1 
119 3,20 — 0,091) = 3,11 ‘op 59,1 











Verdauung von Casein durch Pepsin, Trypsin und Erepsin 
hintereinander. 
Zur Kontrolle habe ich ganz gleiche Versuche mit Casein 
ausgefiihrt. 


') Amino-N in 2cem Erepsinlésung (Kontrollversuch). 
*) Abgespaltener N in 2 cem durch Salzsiiure hydrolysierter Erepsin- 
losung. 
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Tabelle 2. 








Stunden 


Amino-N in 2 cem 
Verdauungsfliissigk. 
(N-Gas in ccm) 








2 g Casein + 100 cem 0,2°/, iger 





0,60 
0,86 
1,03 
1,04 


Amino-N in 2 ccm 
total hydrolysierter 


Lésung 


(N-Gas in ccm 


Abgespaltener 
N 


. 0/ 
in “/o 


Salzsiure + 0,08 g Pepsin + Toluol. 


7,57 








3,7 
6,1 
6,3 


60 cem dieser Lésung + 6 ccm 15°/,iger Sodalésung + 0,12 g Trypsin 
+ Toluol. 








1,87 
2,65 
3,09 
3,40 
3,40 


30 cem dieser Lésung + 3 














20,8 
33,0 
40,0 
44,8 
44,8 


ecm Erepsinlésung + Toluol. 








4) 3,72 — 0,051) = 3,67 — 54,9 
28 4,39 — 0,071) = 4,82 | 6,36 — 0,092) = 6,27 66,2 
51 5,03 — 0,081) = 4,95 ~ 1,1 
94 5,39 — 0,09 1) = 5,30 nies 83,1 
120 5,41 — 0,091) = 5,82 we 83,5 
Tabelle 3. 
, ; Amino-N in 2 cem a 
Amino-N in 2 ecm Abgespaltener 
Stunden | Verdauungsfliissigk. total — aamieed N 
(N-Gas in ccm) & in °/, 


2g Casein + 100 cem 


0 
24 
72 

100 








(N-Gas in ecem) 








0,59 
0,88 
1,06 
1,05 


7,55 








0,2°/, iger Salzsiure + 0,08 g Pepsin + Toluol. 


4,1 


6,6 


1) Amino-N in 2 cem Erepsinlésung (Kontrollversuch). 


*) Abgespaltener N in 2 ccm durch Salzsiiure hydrolysierter Erepsiv- 
lésung. 
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Stunden 


Amino-N in 2 cem 
Verdauungsfliissigk. 
(N-Gas in ccm) 


Amino-N in 2 cem 

total hydrolysierter 
Lésung 

(N-Gas in eem) 


Abgespaltener 
N 


in °/, 


60 cem dieser Lésung + 6 ccm 15°/, iger Sodalésung + 0,12 g Trypsin 





+ Toluol. 
1,87 oe 
2,62 6,87 
3,05 wn 
3,39 - 
3,40 _ 








21,0 
32,8 
39,6 
45,0 
45,2 


30 cem dieser Lésung + 3 cem Erepsiniésung + Toluol. 





3,68 — 0,051) = 8,63 
4,40 — 0,071) = 4,83 
5,10 — 0,08’) = 5,02 
5,49 — 0,091) = 5,40 
5,49 — 0,091) = 5,40 





6,40 — 0,092) = 6,31 





53,9 
65,9 
77,8 
84,3 
84,3 


Verdauung von methyliertem Casein durch Trypsin. 


1 g methyliertes Casein wurde in 50 ccm 0,5°/, iger Soda- 
lisung gelést, mit 0,1 g Trypsin versetzt und unter Zusatz 
von etwas Toluol im Brutschrank bei 37°C digeriert. 
Zeit zu Zeit wurden 2 ccm fiir die Aminostickstoffbestimmung 


enthnommen, 


Von 


Zum SchluB wurden 15 ccm dieser Lésung mit der 
3fachen Menge konzentrierter Salzsiure 10 Stunden lang am 
RiickfluBkiihler gekocht, das Hydrolysat auf dem Wasserbade 
bis zu dickem Sirup verdampft und mit Wasser genau auf 


15 cem verdiinnt. 


stoffbestimmung entnommen. 
Zur Kontrolle wurde das Trypsin durch Erhitzen inaktiviert. 





') Amino-N in 2 ecm Erepsinlésung (Kontrollversuch). 
4 ®) Abgespaltener N in 2 cem durch Salzsiure hydrolysierter Erepsin- 
; lésung. 


Davon wurden 2 ccm fiir die Aminostick- 
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Tabelle 4. : 
Amino-N in | ‘Amino-N in Ab- 
2 ccm Ver- ; gespaltener q 
Stunden | 4 auungefliissigk. —— Kontrolle ‘ 
-Gas i in ° 1 
(N-Gas in ecm) (N-Gas in oem) in °/, : 
0 0,08 6,29 - 0,02 ' 
4 0,49 “ee 7,3 ~ 4 
7 0,55 _ 8,3 0,04 
25 1,36 _ 21,2 on 
52 1,78 a 27,9 7 
78 1,84 — 28,9 0,03 
98 1,86 — 29,2 0,03 
120 1,86 ‘i 29,2 0,08 











Verdauung von Casein durch Trypsin. 





Dieser Versuch wurde in ganz derselben Weise wie beim 
methylierten Casein ausgefiihrt. 


Tabelle 5. 





Stunden 








Amino-N in 
2ccm Ver- 
dauungsfliissigk. 
(N-Gas in ecm) 


0,60 
1,02 
1,37 
2,67 
2,88 
3,10 
3,33 
8,15 ? 
3,38 
3,40 
3,39 





Amino-N in 
2 cem total 
hydrolysierter 
Lésung 
(N-Gas in ccm) 





Ab- 
gespaltener 


Kontrolle 
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Verdauung von methyliertem Casein durch Erepsin. 


1 g methyliertes Casein wurde in 50 ccm 0,5°/, iger Soda- 
lisung gelést, mit 5 ccm Erepsinlésung versetzt und unter 
Zusatz von etwas Toluol im Brutschrank bei 37° C digeriert. 
Von Zeit zu Zeit wurden 2 ccm fiir die Aminostickstoff- 
bestimmung entnommen. 

Zur Kontrolle wurden 5 ccm Erepsinlésung mit 50 ccm 
Sodalésung verdiinnt und im Brutschrank bei 37° C digeriert. 


Tabelle 6. 


i g methyliertes Casein + 50 ecm 0,5°/, iger Sodalésung + 5 ccm Erepsin- 
lésung + Toluol. 








Stunden 





Amino-N in 2 ccm 
Verdauungsfliissigk. 
(N-Gas in ccm) 


0,07 — 0,041) = 0,03 
0,15 — 0,071) = 0,08 
0,35 — 0,081) = 0,27 
0,40 — 0,091) = 0,31 
0,39 — 0,092) = 0,30 


Amino-N in 2 cem 
total hydrolysierter 
Lésung 
(N-Gas in cem) 


5,90 — 0,092) = 5,81 








Tabelle 7. 


1 g methyliertes Casein + 50 cem 0,5 °/, iger Sodalésung + 5 ccm Erepsin- 


lésung 


+ Toluol. 


Abgespaltener 
N 


in °/ 0 





Stunden 





Amino-N in 2 eem 





Amino-N in 2 cem 
total hydrolysierter 
Lésung 





0,18 — 0,071) = 0,11 
0,88 — 0,081) = 0,30 
0,42 — 0,09 ') = 0,33 
0,42 — 0,091) = 0,33 


5,88 — 0,092) = 5,79 








(N-Gas in cem) 


Abgespaltener 
+ 
in °/5 


') Amino-N in 2 ccm Erepsinlésung (Kontrollversuch). 
*) Abgespaltener N in 2 cem durch Salzsiiure hydrolysierter Erepsin- 


lésung. 
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Verdauung von Casein durch Erepsin. 
Dieser Versuch wurde wie oben ausgefiihrt. 


Tabelle 8. 
1 g Casein + 50 cem 0,5°/,iger Sodalésung + 5 ccm Erepsinlésung + Toluol, F 








eneabuaeuny a 











semen | Varina ase atl avoir] AbwenRene 
(N-Gas in cem) (N- Poe in °/, : 
0 0,62 — 0,04) = 0,58 | 6,96 — 0,092) = 6,87 _ 
20 0,73 — 0,071) = 0,66 sh 1,2 
47 1,07 — 0,08 1) = 0,99 on 6,5 
76 1,26 — 0,091) = 1,17 se 9,3 
95 1,55 — 0,091) = 1,46 ss 13,9 
118 1,55 — 0,091) = 1,46 ~ 13,9 








Tabelle 9. 


1 g Casein + 50 cem 0,5°/ ,iger Sodalésung + 5 ccm Erepsinlésung + Toluol, 











‘ ; Amino-N in 2 ecm a 
Standen | Wedauansstasgh |! yaralysterter] ADesgeto 
(N-Gas in cem) tdikae br ceed in *, 
0 0,62 — 0,04) = 0,58 | 7,00 — 0,092) = 6,91 se 
21 0,80 — 0,071) = 0,73 _ 2,3 
48 1,10 — 0,081) = 1,02 ie 6,9 
78 1,30 — 0,091) = 1,21 ‘are 9,9 
97 1,54 — 0,091) = 1,45 on 13,7 
120 1,53 — 0,091) = 1,44 io 13,6 











Versuch mit Edestin. 
Darstellung des methylierten Edestins. 

- 10g Edestin in 500ccm Wasser wurde mit 20g Natriun- 
hydroxyd und 60g Dimethylsulfat in der beim Casein be- 
schriebenen Weise behandelt. 

Es handelt sich um ein weiBes, amorphes Pulver, léslich F 
in Wasser, sehr wenig léslich in Methylalkohol und unldslich F 
in Ather und ergab folgende Reaktionen: 





1) Amino-N in 2 cem Erepsinliésung (Kontrollversuch). , 
2) Abgespaltener N in 2cem durch Salzsiiure hydrolysierter Erepsin- 
losung. 








o 





Si i cea 
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methyliertes Edestin Edestin 
Biuretreaktion . . ..... - rs 
Millonsche Probe. . ... . ini 4 
Glyoxylsiureprobe . oe 4 
Xanthoproteinreaktion. ne ‘ 
Diazoreaktion . + + (stark) 


Fir die Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei 
70—75° C mindestens 20 Stunden lang bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


Methyliertes Edestin. 


0,2058 g Substanz laBt 0,0011 g Asche zuriick . Asche = 0,41%, 
0,2027 g Substanz verbraucht zur Neutralisation 
des Ammoniaks 24,05 cem n/10-Schwefelsiure N = 16,61%, 


Edestin. 
0,2990 g Substanz lit 0,0006 g Asche zuriick . Asche = 0,2°/, 
01016 g Substanz verbraucht zur Neutralisation 
des Ammoniaks 13,45 cem n/10-Schwefelsiure N = 18,549, 


VYerdauung des methylierten Edestins durch proteolytische Fermente. 

Diese Versuche wurden in ganz gleicher Weise wie beim 
methylierten Casein ausgefiihrt und die erhaltenen Resultate 
in folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Yerdauung von methyliertem Edestin durch Pepsin, Trypsin und 
Erepsin hintereinander. 


Tabelle 10. 








Amino-N in 2 ecem 


Amino-N in 2 cem : Abgespaltener 
Stunden | Verdauungsfliissigk. total 5 haa sierter N 
(N-Gas in eem) 8 in °/, 


(N-Gas in ecm) 








2g methyliertes Edestin + 100 cem 0,2°/,iger Salzsiure + 0,08 g Pepsin 


+ Toluol. 

0 0,05 — i 
23 0,30 7,64 3,2 
71 0,39 _ 4,4 
97 0,40 ‘ie 4,6 
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A cea 





Amino-N in 2 cem 


Amino-N in 2 cem : Abgespaltener 
Stunden | Verdauungsfliissigk. aaa one _— N 
in °/, 


ssi in sass W. Gas in com) 








60 cem dieser Lisung 4 + 6 eem ore Solitons + - 0, 12g Trypsin 











+ Toluol, 
19 1,29 — 18,0 
46 1,52 6,95 21,3 
71 1,68 cnt 23,6 
95 1,88 oe 26,5 
120 1,88 — 26,5 
30 cem dieser Lésung + 3 ccm Erepsinlésung + Toluol. 

0 2,06 — 0,05") = 2,01 wi 31,2 
25 2,26 — 0,071) = 2,19 | 6,41 — 0,09 *) = 6,32 34,2 
49 2,51 — 0,08!) = 2,43 ~ 37,9 
73 2,81 — 0,091) = 2,72 5s 42,5 
97 2,81 — 0,091) = 2,72 an 42.5 


Tabelle 11. 








Amino-N in 2 ecm 


Amino-N in 2 ccm ici Abgespaltener 
Stunden | Verdauungsfliissigk. note — wea ss 
mene in ecm) . Gas i re . em) in °/, 


22g , Edestin + 100 ccm 0 2°/,iger Sleds: + - 0, 08 g Pepsin te Toluol. 











0 0,30 _ wi 
24 0,60 8,41 3,7 
72 0,80 ie 6,1 
96 0,80 one 6,1 

60 cem dieser Lésung + 6 ecm 15°/,iger Sodalésung + 0,12 g Trypsin 

+ Toluol. 

18 2,20 _ 25,7 
27 2,52 7,66 30,1 
72 2,73 _ 33,0 
96 3,10 _ 38,0 
121 3,10 ve 38,0 














1) Amino-N in 2cem Erepsinlésung (Kontrollversuch). 
*) Abgespaltener N in 2 cem durch Salzsiure hydrolysierter Erepsin- 
losung. 
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Amino-N in 2 ecm 








Amino-N in 2 cem ‘ Abgespaltener 
Stunden | Verdauungsfliissigk. total Ke gn N 
. 2 Re 
(N-Gas in cem) (Gas tar orne) in °/, 
. ’ 30 cem dieser Lésung + 3 ccm Erepsinlésung + Toluol. 
4 5 3,76 — 0:05!) = 3,71 ome 51,1 
24 4,23 — 0,071) = 4,16 | 7,06 — 0,09%) = 6,97 57,9 
48 4,48 — 0,031) = 4,40 on 61,4 
12 4,90 — 0,09) = 4,81 dies 67,6 
96 4,94 — 0,09 !) = 4,85 son 68,2 
120 4,94 — 0,091) = 4,85 ne 68,2 











Verdauung von methyliertem Edestin durch Trypsin. 


; Tabelle 12. 
| 1g methyliertes Edestin + 50 cem 0,5°/,iger Sodalésung + 0,1 g Trypsin 

















+ Toluol. 
q Amino-N in oo Ab- 
r 2ceem Ver- + tan | gespaltener ; 
7 Stunden danungsflissigk. no, : Kontrolle 
(N-Gas in cem) 8 Gas ter ox) in °/, 
0 0,05 7,60 so 0,04 
5 0,40 — 4.6 — 
24 1,36 shia 17,3 0,05 
48 1,50 _ 19,2 -_ 
75 1,74 — 22.3 0,05 
110 1,74 _ 22,3 0,04 








3 Tabelle 13. 
a |g methyliertes Edestin + 50 cem 0,5°/,iger Sodalésung + 0,1 g Trypsin 











+ Toluol. 
1 jee ls. i ree . + as te 
Amino-N in | 220-8 im Ab- 
2ecm Ver- 2 ccm total espaltener 
Stunden |, eee hydrolysierter | 5°°P Kontrolle 
auungsfliissigk. - N 
(N-Gas in eem) Lésung in °/ 
(N-Gas in ecm) 19 
0 0,04 7,55 se 0,05 
6 0,42 _ 5,0 <0 
25 1,30 a 16,8 0,04 

















) Amino-N in 2 cem Erepsinlésung (Kontrollversuch). 


a *) Abgespaltener N in 2 cem durch Salzsiure hydrolysierter Erepsin- 
© ldsun 
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Amino-N in | Amino-N in Ab- 
Standen | °°" Raden oh gespaltener | K ontrolle 
, dauungsfliissigk. vo N roll 
(N-Gas in cem) Lésung in 9/ 
’1(N-Gas in cem) /0 
47 1,47 — 19,0 0,05 
78 1,72 wer 22,3 one 
112 1,73 dle 29.5 0,05 











Verdauung von Edestin durch Trypsin. 


Tabelle 14. 





1g Edestin + 50 ccm 0,5°/,iger Sodalésung + 0,1 g Trypsin + Toluol. 








Stunden 


1g Edestin + 50 cem 0,5°/,iger Sodalésung + 0,1 g Trypsin + Toluol. 
g g & g iryp 





Amino-N in 
2ecem Ver- 
dauungsfliissigk. 
(N-Gas in cem) 


0,28 
0,99 
1,72 
2,40 
3,30 


Amino-N in 
2 cem total 
hydrolysierter 
Lésung 
(N-Gas in ecem) 

8,45 





3,31 


es 


Tabelle 15. 





Ab- 


gespaltener 
N 


in °/, 





Kontrolle 








Amino-N in 





Amino-N in 








canes ile. 2 ecm total 

Stunden dauungsflissigk. oe 

(N-Gas in cem) aidan to oom 
0 0,29 8,47 
4 1,01 _ 
20 1,78 - 
45 2,45 _ 
100 3,33 sie 
125 3,34 “ 











Ab- 
gespaltener 


in °/, 








Kontrolle 
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oe Verdauung von methyliertem Edestin durch Erepsin. 
Tabelle 16. 
lle i¢ methyliertes Edestin + 50 cem 0,5°/,iger Sodalésung + 5 ccm Erepsin- 
lésung + Toluol. 
Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 cem 
Stunden Verdauungsfliissigkeit | total hydrolysierter Lésung 
(N-Gas in ecm) (N-Gas in cem) 
0 0,07 — 0,041) = 0,03 6,91 — 0,092) = 6,82 
20 0,11 — 0,07) = 0,04 = 
46 0,13 — 0,08 1) = 0,05 im 
14 0,13 — 0,091) = 0,04 ae 
uol. 
— Verdauung von Edestin durch Erepsin. 
Tabelle 17. 
lle 1 g Edestin + 50 cem 0,5°/,iger Sodalésung + 5eem Erepsinlésung + Toluol. 
Amino-N in 2 cem Amino-N in 2 cem 
Stunden Verdauunggsfliissigkeit | total hydrolysierter Lésung 
(N-Gas in cem) (N-Gas in cem) 
0 0,29 — 0,041) = 0,25 7,68 — 0,092) = 7,59 
20 0,32 — 0,07 !) = 0,25 wate 
2. 48 0,32 — 0,08 1) = 0,24 a 
i 17 0,35 — 0,09") = 0,26 < 
‘ 120 0,36 — 0,09!) = 0,27 _ 
; gee 
uo. Em Zusammenfassung. 
4 ¥ ‘ 
— ie Nach den oben beschriebenen Resultaten darf man an- 


- uehmen, daB durch die Methylierung des KiweiBes (Casein und 
le [ | Kdestin) die Léslichkeit der methylierten Proteine im Gegen- 

 satz zu den urspriinglichen Proteinen erheblich gréBer und die 
~ Spaltbarkeit durch proteolytische Fermente weit geringer werden. 










‘) Amino-N in 2cem Erepsinlésung (Kontrollversueh). 
*) Abgespaltener N in 2 cem durch Salzsiure hydrolysierter Erepsin- 


1osung, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 13 











Uber die methylierten Eiweifistoffe. 
Il. Mitteilung. 


Die Hydrolyse des methylierten Caseins. 


Von 


Toru Imai. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Kyoto, Japan, 
Direktor Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Marz 1924.) 


Die freien Aminogruppen im Eiweifmolekiil wurden durch 
mehrere Autoren’) untersucht, und es gilt fiir festgestellt, dab 
eine gewisse Beziehung zwischen den freien Aminogruppen und 
dem Lysingehalt des Eiweisses vorhanden ist. In neuerer Zeit F 
hydrolysierte Edlbacher?) Methylcasein, so daB er methylierte F 
Aminosiuren isolieren und dadurch feststellen konnte, welche F ~ 
Aminogruppen im urspriinglichen EiweiBmolekiil frei vorhanden f 
waren. Er erhielt in der Lysinfraktion eine gréBere Menge 
einer sirupdsen Masse, aus der er keine definierte Verbindung 
isolieren konnte. 

Im Anschlu8 an die Untersuchung iiber die Wirkung def 


proteolytischen Fermente auf methylierte HiweiBstoffe habe f j 
auch ich mich mit dieser Aufgabe beschiaftigt und erhielt unter f 
den hydrolysierten Produkten Histidin in Spuren, Arginin 1 2 


geringer Menge und eine gréBere Menge einer sirupdsen Mass F 
in der Lysinfraktion, aus welcher ich ein Platinchloriddoppe! f 4 


1) Kossel u. Gawrilow, Diese Zs. Bd. 81, S. 274 (1912). -—f 3 
Felix, Diese Zs. Bd. 110, 8. 217 (1920). 
*) S. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 112, 8. 80 (1921). 
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salz in krystallisiertem Zustand isolieren konnte. Diese Kry- 
stalle sind aber in allen untersuchten Lésungsmitteln sehr 
leicht léslich, so daB ich leider nicht imstande war, die Kry- 
stalle zu identifizieren. 


Experimenteller Teil. 


80 g Casein wurde in der oben beschriebenen Weise mit 
Dimethylsulfat und Natronlauge methyliert, und zwar immer 
nur je 10g. 

Das methylierte Casein wurde 18 Stunden lang mit 30°/,- 
iger Schwefelsiure gekocht, mit der etwa 5fachen Menge 
Wasser verdiinnt, mit Baryt sehr schwach alkalisch gemacht, 
abgenutscht und griindlich ausgewaschen. Filtrat und Wasch- 
wasser wurden durch Durchleiten von Luft méglichst vom Am- 
moniak befreit, mit verdiinnter Schwefelséiure neutral oder sehr 
schwach sauer gemacht und unter vermindertem Druck ein- 


' geengt. Darauf wurde die Lisung mit Schwefelsiiure bis zu 


einem Gehalt von 5°/ 
cefiillt, 


Der Niederschlag wurde durch Zerreiben mit Baryt zer- 


» versetzt und mit Phosphorwolframsaure 


 legt, abgesaugt und mit Barytwasser gut gewaschen. 


Die mittels Kohlensiure vom iiberschiissigen Baryt befreite 


5 Lésung wurde mit Silbernitratlésung versetzt, bis eine heraus- 
| genommene Probe in kalt gesiittigtem Barytwasser neben weiBen 
| organischen Silberverbindungen braunes Silberoxyd ausfallen 
uf lie’, und dann mit Barytwasser im UberschuB versetzt und 
> filtriert. 


Der Silberbarytniederschlag, welcher unerwartet gering war, 


| wurde in Wasser verteilt, wurde mit Schwefelsiiure angesiuert 


und durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Bariumsulfat 


4 und Silbersulfid abfiltrierte Lésung wurde nach der Entfernung 
_ der itberschiissigen Schwefelsiure durch Baryt im Vakuum bis 
“faut etwa 50 ccm eingeengt. 


Die Fliissigkeit wurde hierauf mit so viel Schwefelsiure 


t angesiuert, daB der Schwefelsiuregehalt 21/,°/, betrug, und 
mit Quecksilbersulfatlésung versetzt. Dabei trat anfangs eine 


13* 
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schwache Triibung auf, und erst nach 2 tiagigem Stehen ent- 
stand am Boden des Becherglases ein geringer Niederschlag. 

Dieser Niederschlag wurde mit einem sehr kleinen Filtey 
abfiltriert, mit 21/,°/, iger Schwefelsiure gewaschen, dann mit 
dem Filtrierpapier zusammen in Wasser suspendiert und durch 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit. 

Das Filtrat, dem der Schwefelwasserstoff abgetrieben worden, 
wurde im Vakuum eingeengt und die Schwefelsiure mit Baryt 
quantitativ entfernt. Diese nur etwa 20 ccm betragende, fast 
neutral reagierende Fliissigkeit, welche die Diazoreaktion 
deutlich zeigte, wurde mit Pikrolonsiure in alkoholischer 
Lésung versetzt und einige Tage im Exsiccator stehen ge. 
lassen. 

Es schied sich dabei ein gelber, flockiger Niederschlag 
aus, welcher aus heifem Wasser zweimal umkrystallisiert 
wurde. Diese Krystalle stellten gelbliche, mikroskopisch feine 
Nidelchen dar und schmolzen bei 219—230° (unkorr.). Aus. 
beute etwa 0,010 g. Man kénnte die Substanz fiir Histidin- 
monopikrolonat halten. 

Das vom  Histidinquecksilberniederschlag abgetrennte 
Filtrat wurde mittels Schwefelwasserstoffs vom iiberschiissigen 
Quecksilber befreit und die Schwefelsiure mit Baryt quantitatiy F- 
entfernt. Nun wurde die Flissigkeit unter vermindertem Druck F~ 
eingeengt und mit wiBriger Pikrinsiurelésung versetzt. Nach f— 
2tigigem Stehen im Exsiccator schieden sich nadelférmige F _ 
Krystalle ab, die von der Mutterlauge abgesaugt und au > 
heiBem Wasser umkrystallisiert wurden. : 

Es handelte sich um typische Aggregate langer, seiden- J 
glinzender Nadeln, die bei 203—204° C (unkorr.) schmolzeu f ~ 
*Ausbeute 0,175 g. 3 

0,1230 g Substanz ergaben 24,9 ccm Stickstoftgas 

















(bei 25° C, 758 mm) . fe. 4 eae ae ee Ga N = 22,41 
Berechnet fiir C,H,,N,O,-C,H,;N,O, +2H,O . . N = 22,31 
Gefunden . pale ae” AA eee N = 22,41 






Das Filtrat von Histidin- und Argininsilber wurde durch f : 
Schwefelsiiure und Schwefelwasserstoff von Baryt und Silber f © 
befreit und nach dem Kindampfen unter vermindertem Druck 
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auf ein kleineres Volumen mit Schwefelsiure bis zu einem 
Gehalt von 5°/, versetzt und wieder mit Phosphorwolframsiure 
sefillt. Der Niederschlag wurde in bekannter Weise von der 
Phosphorwolframsiure befreit und in einigen Fraktionen durch 
Sublimat und Barytwasser getrennt. 

Die Pikrate dieser Fraktionen waren in Wasser und in 
Alkohol sehr leicht léslich und wurden mit Ather, Benzol, 
Petroleumather usw. 6lig oder harzig gefallt. Die Pikrolonate 
waren auch leicht léslich in Wasser und Alkohol und schwer 
krystallisierbar. 

In den bisherigen Untersuchungen krystallisierten nur die 
Platindoppelsalze. Da sie aber in Wasser, Methyl- und Athyl- 
alkohol zu leicht léslich waren, konnte ich leider die einheit- 
liche Verbindung durch fraktionierte Krystallisation nicht 
isolieren. 

Uber die Fraktionierung und Identifizierung dieser in 
reichlicher Menge vorhandenen Basen werde ich weitere Unter- 
suchungen anstellen. 





Uber die methylierten Eiweifstoffe. 
Ill. Mitteilung. 


Uber die Wirkung des Erepsins auf die methylierten Polypeptide. 
Von 


Toru Imai. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Kyoto, Japan 
Direktor: Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Marz 1924.) 


In der ersten Mitteilung konstatierte ich, daB die Ver. 
daulichkeit der methylierten Proteine durch proteolytische Fer- 
mente bei weitem niedriger als die der urspriinglichen Kiweit- 
stoffe ist. 

Ks ist wohl anzunehmen, daB bei der Methylierung der 
KiweiBstoffe durch Dimethylsulfat und Natronlauge, wie 
A. Kossel und §S. Edlbacher*) bei der Methylierung vou 
Glycylglycin und dl-Alanylglycin beobachteten, die freien 
Aminogruppen im Eiwei8molekiil erschépfend methyliert werden, 
wihrend die Iminogruppen bei der Peptidbindung unveriindert 
bleiben. 

Ks ist moglich, daB sich die Peptidbindungen an methy- 
lierten Proteinen gegen Fermente etwas anders verhalten, je 
nachdem wie weit die Bindungen von der erschépfend methy- 
lierten Aminogruppe entfernt liegen, indem die von der tri- 
methylierten Aminogruppe weit entfernt liegenden Bindungen 
durch Fermente gespalten, wihrend die nahe liegenden ga! 
nicht angegriffen werden. 

Um mir iiber diese Punkte Klarheit zu verschaffen, habe 
ich folgende Versuche mit methylierten Polypeptiden aus- 
gefiihrt. 





1) A. Kossel u. 8S. Edlbacher, Diese Zs, Bd. 107, 8. 45 (191%). 
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Experimenteller Teil. 


Versuch mit Glycylglycinbetain. 


Darstellung von Glyeylglycinbetain. 

2g Glycylglycin wurden in 300 ccm Wasser gelést und 
eine Lésung von 8 g Natriumhydroxyd in 50 cem Wasser zu- 
cesetzt. Dann fiigte ich unter energischem Umschiitteln all- 
mihlich 25 g Dimethylsulfat und 8 g Natriumhydroxyd in 
50 cem Wasser abwechselnd hinzu, indem die Reaktions- 
fiissigkeit immer unter 20° C gehalten wurde. Die Reaktion 
ist nach 2—3 Stunden im wesentlichen beendet. Am nichsten 
Tage wurde die Flissigkeit mit verdiinnter Salzsiiture schwach 
angesauert und unter stark vermindertem Druck zu Krystall- 
brei eingeengt. Der Riickstand wurde mit heiBem Alkohol gut 
ausgezogen, abgekiihlt und von ausgeschiedenen anorganischen 


| Salzen abfiltriert. 


Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und das aus- 
krystallisierte Natriummethylsulfat abfiltriert. Durch mehr- 
malige Wiederholung dieses Verfahrens, zuletzt unter An- 
wendung von Methyl- und Athylalkohol, gelang es mir, den 
griBten Teil der anorganischen Salze zu entfernen. 

Nach dem Abdestillieren des Alkohols erhielt ich einen 
schwach gelblich gefarbten Sirup. Dieser wurde in wenig 
Wasser gelést, mit einer alkoholischen Pikrinsiurelésung gefallt 
und der Niederschlag aus heiBem Wasser mehrmals umkrystal- 
lisiert. Ausbeute: 8 g Pikrat aus 8 g Glycylglycin. 

Diese Krystalle stellten kleine Nadeln dar und schmolzen 
bei 216—217° C (unkorr.) 


0,0982 g Substanz ergaben 14,6 ccm N bei 12,5°, 761 mm 


0,0648 g - n 9,9cem N ,, 15,7°, 760 mm 
Berechnet fiir C,H,,0,N,-C HNO), a N = 17,32 %, 
i ne , io tee a a, tg EE N = 17,54 


N = 17,65. 


Das Pikrat wurde in Wasser gelést, mit Schwefelsiure 
wngesiuert und die abgespaltene Pikrinsiure durch Ather ent- 
iernt. Dann wurde die waBrige Lésung durch Baryt von der 
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Schwefelsiiure, durch Kohlenséure von iiberschiissigem Baryt 
befreit und unter stark vermindertem Druck vorsichtig zur 
Trockne eingedampft. Dabei entstand eine weife, hygro. 
skopische Krystallmasse, welche durch Umkrystallisieren aus 
Alkohol gereinigt wurde. 

Die Substanz ist in Wasser iiuBerst leicht léslich, in ab- 
solutem Alkohol schwer und in Ather nicht. Der Schmelz. 
punkt liegt, wenn man langsam erhitzt, bei 238—239° C, hei 
raschem Erhitzen bei 240° C (unkorr,). 

Zur Analyse wurde ein Teil dieser Base in das Platin. 
doppelsalz iibergefiihrt, welches in Wasser sehr leicht léslich ist 
und durch Zusatz von Alkohol in schénen Blattchen krystal- 
lisiert. Schmelzp. 210—211°C (unkorr.). Die Platinbestimmung 
ergab folgende Zablen: 


0.0666 g Substanz ergaben 0,0172¢ Pt. . . . Pt = 25,82 4/ 
0,0651g 4, »  0,0167g Pt. . . . Pt = 25,65 
Berechnet fiir (C,H,,N,O,HCI),PtCl . . . . . Pt = 25,74. 


Dem N-Gehalt des Pikrates und dem [Pt-Gehalt des 
Platindoppelsalzes nach handelt es sich sicher um Glycyl- 
glycinbetain. 


Wirkung des Erepsins auf Glycylglycinbetain und Glyeylglycin. 


2 g Glycylglycinbetain wurden in 200 ccm 0,5°/, iger Soda- 
lésung gelést, nach dem Hinzufiigen von 20 ccm Erepsinlisung’) 
sofort der freie Aminostickstoff nach dem van Slykeschen 
Verfahren bestimmt und dann unter Zusatz von etwas Toluol 
im Brutschrank bei 37° C digeriert. Von Zeit zu Zeit wurden 
2 ccm fiir die Aminostickstoffbestimmungen entnommen. Zu 
Kontrolle wurden 20 ccm Erepsinlésung mit 200 ccm 0,5°/,- 
iger Sodalésung verdiinnt, unter Zusatz von Toluol im Brut- 
schrank stehen gelassen und von 2 ccm davon der Amino- 
stickstoff bestimmt. 


1) Die in diesem Versuch gebrauchte Erepsinlésung ist dieselbe, 
welche in den fritheren mit methyliertem Casein und Edestin aus 
gefiihrten Versuchen gebraucht worden ist, nur daB diesmal der Glycerit- 
extrakt nicht mit Wasser verdiinnt wurde. 











2, 





ee 
ee 
et 
= 
yes 
case 
of 
Fe 
7a 
Ba 
So: 
Ea 
a 2 
. 
oe 
Su 
Soh 
4 
Be 
ee 
4 S 
Rd 
eS} 
m4 
bee 
ie 
re 
% 
Bis: 


i 
a 





Wirkung des Erepsins auf die methylierten Polypeptide. 


195 











Stunden 


14 


LOO 


Amino-N in 2 cem 


Amino-N in 2 cem 




















Atetaly Erepsinlésung 
“Nn Gas apo a (Kontrollversuch) a 
" (N-Gas in ecm) 
. b 
0,46 0,46 0,00 
0,49 0,48 0,01 
ie 0,50 0,02 
0,66 0,65 0,01 


Der Rest der Fliissigkeit wurde mit der 3fachen Menge 
Salzsiiure (spez. Gew. = 1,19) 10 Stunden lang am Riickfluf- 
kiihler auf dem Sandbade gekocht und unter vermindertem 
Druck zur Trockne eingedampft, um die Salzsiure daraus 
méglichst zu entfernen. 

Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, die zuriick- 
gebliebene Salzsiure durch Silberoxyd gefallt, filtriert und der 


Niederschlag mit warmem Wasser gut gewaschen. 


Das Filtrat und das Waschwasser wurden vereinigt, durch 
Kinleiten von Schwefelwasserstoff vom Silber befreit und unter 
stark vermindertem Druck wieder zur Trockne eingedampit. 
Der Riickstand wurde mit Alkohol digeriert, filtriert und das 
Filtrat mit alkoholischer Pikrinsiurelésung versetzt. 

Der abgeschiedene Niederschlag schmolz nach der Um- 
krystallisation aus heiBem Alkohol gegen 183° C (unkorr.), 
und die Analyse ergab mit Betain gut iibereinstimmende 


Zahlen: 


0,0654 g Substanz ergaben 9,54 cem N bei 22°, 758 mm 
Berechnet fiir C,H,,NO,-C,H,(NO,),0H 


Gefunden . 


N = 16,39 “le 
N = 16,25 
N = 16,39. 


Der durch Alkohol vom Betain befreite Riickstand wurde 
mit n-Natronlauge und #-Naphthalinsulfochlorid in bekannter 
Weise in die #-Naphthalinsulfoverbindung iibergefihrt. 


Die 


Substanz schmolz bei 157—158° C. Es ist daher héchstwahr- 
scheinlich, daB die erhaltene Verbindung mit dem f-Naphthalin- 
sulfoglycin identisch ist. 
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2 g Glycylglycin wurden in 200 ccm 0,5°/, iger Sodalésung 
gelést und unter Zusatz von 20 ccm Erepsinlésung und Toluol 
im Brutschrank bei 37° C digeriert. 








Amino-N in 2 eem — he vilcias 
: Prt repsinlésung 
Stunden “Toe (Kontrollversuch) a-—b 
(N-Gas in ccm) 
a b 

0 4,89 0,46 4,43 
14 6,96 0,49 6,47 
50 7,52 0,52 7,00 
100 7,64 0,64 7,00 











Der Rest der Fliissigkeit wurde mit ganz geringen Mengen 
von neutralem Bleiacetat gefillt, filtriert, das Filtrat durch 
Schwefelwasserstoff vom iiberschiissigem Blei befreit und unter 
vermindertem Druck zur Trockne eingedampft. Der Riick- 
stand wurde mit n-Natronlauge und #-Naphthalinsulfochlorid 
behandelt. 

Beim Ubersiittigen mit Salzsiiure fiel eine dlige Masse aus, 
welche bald krystallinisch erstarrte. Dieselbe wurde aus heibem 
Wasser umkrystallisiert. Ausbeute etwa 1,2 g. 

Die Substanz sinterte bei gegen 152° C und schmolz bei 
157—158° C (unkorr.). Die Stickstoffbestimmung ergab mit 
dem #-Naphthalinsulfoglycin iibereinstimmende Zahlen: 


0,1339 g Substanz verbrauchte zur Neutralisation des 


Ammoniaks 5,04 cem n/10-Schwefelsiure. . . . . N = 5,27 
Berechnet fiir C,,H,SO,-NH-CH,COOH ..... . N = 5,21 
Gefunden a. SE we oe A eR nA ecd Seite Ws N = 5,27. 


Versuch mit Diglycylglycinbetain. 


Darstellung von Diglyeylglycinbetain. 


Diglycylglycin wurde nach KE. Fischer aus Glycylglycin 
hergestellt. Es fairbte sich bei 218° C gelb, schmolz unter 
Gasentwicklung bei gegen 240° C (unkorr.). Die Analyse er- 
gab folgenden Stickstoffwert: 








h 


Gdlweo 8 
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(,1878 g Substanz verbrauchte zur Neutralisation des 


Ammoniaks 21,9 cem n/10-Schwefelsiure . . : N = 22,25 °/, 
Berechnet fiir NH,CH,CO-NHCH,CO-NHCH, COOH ‘ N = 22,21 
Gels 4 ee ae ae Cae Seer eee N = 22,25 


2 g Diglycylglycin wurden in 100 ccm Wasser gelést und 
200 ccm n-Natronlauge zugesetzt. Dann fiigte ich unter ener- 
gischem Durchschiitteln im Laufe von 2—3 Stunden abwechselnd 
25 ¢ Dimethylsulfat und 200 ccm n-Natronlauge hinzu. Die Reak- 
tionsfliissigkeit muB dabei immer unter 15° C gehalten werden. 


Nach 1—2 stiindigem Stehen wurde die Fliissigkeit vorsichtig 
‘mit verdiinnter Salzsiure schwach angesiuert und unter ver- 
/mindertem Druck und bei méglichst niedriger Temperatur etwa 


bis zur Hialfte eingeengt. Darauf wurde die Lésung unter 
guter Abkiihlung im Eiswasser mit Schwefelsiiure bis zu einem 
Gehalt von 5°/, versetzt, durch Phosphorwolframsiure gefallt 
und der entstandene Niederschlag mit 5°/, iger Schwefelsiure 
griindlich ausgewaschen. 


Der Niederschlag wurde nun unter Abkiihlung mit Baryt- 


»wasser zerlegt, abgenutscht und der Riickstand mit Barytwasser 
‘einige Male ausgewaschen. Das Filtrat wurde nach der Ent- 
‘fernung vom iiberschiissigen Baryt durch Kohlensaiure stark 
eingeengt und mit absolutem Alkohol ausgelaugt. 


Kin Teil dieser alkoholischen Lésung wurde mit alko- 


‘holischer Platinchloridlésung versetzt, das Platinchloriddoppel- 
F salz in ganz wenig Wasser gelést und durch Zusatz von Al- 
_kohol umkrystallisiert. Es stellte feine, kurze Prismen oder 
‘kleine Tafeln dar, sinterte bei gegen 203° C und schmolz 
pbei 206—207° C (unkorr,). 


0,0776 g Substanz gaben 0,0173g Pt. . . . . Pt = 23,20), 
Berechnet fiir (C,H,,;N,0,-HCI),PtCl,. . . -. . Pt = 22,38. 


Der Rest der alkoholischen Lisung wurde nach dem Ver- 
‘dampfen des Alkohols in einer ganz geringen Menge Wasser 
igelist und mit alkoholischer Pikrinsiurelésung versetzt. 

' Da das Pikrat der Base in Wasser sehr leicht, in Alkohol 
‘tiemlich leicht léslich und schwer krystallisierbar war.und die 
‘it Schwierigkeit erhaltenen Krystalle sehr hygroskopisch und 
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nicht abzuwigen waren, so fallte ich die alkoholische Lésung 
des Pikrates, welches nach der oben angegebenen Methode aus 
4 g Diglycylglycin hergestellt worden war, mit Ather und 
wusch den Niederschlag gut mit Ather. Nach dem Abdunsten 
des Athers wurde das Pikrat in Wasser gelist, mit verdiinnter 
Schwefelsiure nicht zu stark angesiiuert und die abgespaltene 
Pikrinsiure sofort durch den kleinen Sudo-Kumagawaschen 
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 

Die gewonnene Pikrinsiiure wurde nach vorsichtigem Ab- 
dampfen des Athers bis zur Gewichtskonstanz im Exsiccator 
stehen gelassen und abgewogen. Sie wog 0,8055 g. 

Die von der Pikrinsiiure befreite, schwefelsaure Lisuug 
der Base wurde durch Baryt von der Schwefelsiure, dann durch 
Kohlenséure vom iiberschiissigen Baryt befreit, unter stark 
vermindertem Druck und bei méglichst niedriger Badtemperatur 
stark eingeengt und das dabei ausgeschiedene Bariumcarbonat 
abfiltriert. 

Die schwach alkalisch reagierende Base wurde in Wasser 
aufgenommen und quantitativ in ein MeBkélbchen von 100 cem 
Inhalt gefiillt und dann mit ?/,, Volumen 5,5°/, iger Sodalisung 
versetzt. Das gesamte Volumen der Lésung betrug also 
110 ccm. 5) 

Mit 15 ccm dieser Lisung wurde der Gesamtstickstof P_ 
nach Kjeldahl bestimmt. Die verbrauchte Menge der J 
n/10-Schwefelsiiure betrug 14,07 com. N = 0,0197 g. 


Die in 110 cem Lisung vorhandene Stickstoffmenge f- 


(0, 0197x- = entspricht 0,795 g Diglycylglycinbetain C,H, .N,0, 


(N= 18,17°,) und stimmt mit der aus der abgespaltenen 
Pikrinsiure (0,8055 g) berechneten Menge 0,8128 g ziemlicl 
gut iiberein. 


20. ccm dieser Lésung wurden mit der 3fachen Menge 
rauchender Salzsiure (spez. Gew. = 1,19) 10 Stunden lang am 
RiickfluBkiihler gekocht. Das Hydrolysat wurde im Vakuuw 
miglichst von Salzsiure befreit, mit Wasser genau auf 20 ccm f 
verdinnt und aus 2 ccm dieser Lisung der freigewordene | 
Aminostickstoff bestimmt. 
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2 ccm dieser Lésung ergaben bei 30°C und 758 mm 
837 ccm N, d. h. 1,81 mg N. 

Dieser N-Wert stimmt gut mit der berechneten Amino- 
stickstoffmenge (1,76 mg) iiberein, welche man nach der Hydro- 
lyse in 2 ccm erhalten soll, wenn die urspriingliche Lisung 
in 110 ccm 0,795 g Diglycylglycinbetain enthilt. 

Aus den oben erwahnten Resultaten geht sicher hervor, 
daB Diglycylglycin wie Glycylglycin ebenfalls durch Dimethyl- 
sulfat und Natronlauge methyliert wird und das methylierte 
Derivat seinem Platingehalt nach Diglycylglycinbetain folgender 


Konstitution ist: 


(CH,),N—CH,CO—NHCH,CO—NHCH,CO 


bcos 0 





Wirkung des Erepsins auf die methylierten Polypeptide. 


Wirkung des Erepsins auf Diglycylglyeinbetain. 


50 ccm dieser Diglycylglycinbetainléisung wurden unter 
Zusatz von 6 ccm Erepsinlésung und etwas Toluol im Brut- 
schrank bei 37° C digeriert und der Aminostickstoff nach 


van Slyke bestimmt. 








Stunden 


a Zur Kontrolle wurden 0,5 g Diglycylglycin in 50 ccm 
| Wasser gelést, dann mit 1/,, Volumen 5,5°),iger Sodalisung 
_ versetzt und mit 2 com der Aminostickstoff bestimmt. 


N-Gas aus 2 cem Lisung = 3,21 ccm (bei 29° C, 759 mm) 


= 1 74 mg. 





Amino-N in 2 ecem 


Verdauungsfliissigk. 


(N-Gas in ecm) 
a 
0,62 
0,74 
0,78 
0,83 





Amino-N in cem 


Erepsinlésung 
(Kontrollversuch) 
(N-Gas in cem) 
b 
0,61 
0.74 
0,78 
0,82 





0,01 
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Berechnete Menge Aminostickstoff in 2 cem Lisung 
= 1,35 mg. 

25 ccm dieser Lésung wurden unter Zusatz von 3 cc1 
Erepsinlésung und etwas Toluol im Brutschrank bei 37° ( 
digeriert und nach 88 Stunden mit 2 ccm der Aminostickstoff 
bestimmt. 





acerca ey 





Amino-N in 2 cem ~~ ben 2 am 
Verdauungsfliissigk. ee Abgespaltener 
N-Gas in cem bei (Kontrollversuch) — Amino-N in 2 cei 
29°C, 759 mm N-Gas in ecm bei Lésung 
’ 29° C, 759 mm N in mg 
a b 
7,39 0,77 6,62 3,59 











Berechnete Menge Aminostickstoff, welche nach _ voll- 
stindiger Verdauung der Lésung in 2 ccm vorhanden sein 
soll = 3,61 mg. 

Das Diglycylglycinbetain ist sogar nach 118 Stunden noch 
nicht durch Erepsin angegriffen, wiihrend das Diglycylglycin 
schon nach 38 Stunden vollstindig gespalten ist. 


Versuch mit Triglycylglycinbetain. 


In meinen Versuchen mit benzoylierten Polypeptiden, die 
ich mit denen mit methylierten Polypeptiden parallel aus. 
fiihrte, bestatigte ich, daB Benzoyldiglycylglycin durch Krepsin 
ziemlich gut gespalten, wiihrend Benzoylglycylglycin wie me- 
thyliertes Glycylglycin und Diglycylglycin gar nicht angegriffen 
wird. 


Diesmal wollte ich mir nun GewiSheit dariiber verschatffen, 
ob das dem Benzoyldiglycylglycin ‘hnlich konstruierte Tn- 
glycylglycinbetain auch durch Erepsin gespalten wird und F 
stellte deshalb Versuche in derselben Weise wie bei deu 
benzoylierten Polypeptiden an. 


metals Ch ons 
REGS heer: oer 
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Darstellung von Triglyeylglycinbetain. 

3,0 g Triglycylglycin wurden in 100 ccm Wasser gelést 

und 200 cem n-Natronlauge zugesetzt. Dann figte ich unter 

' energischem Durchschiitteln und sorgfiltiger Abkiihlung mit 

' Kaltemischung im Laufe von 3 Stunden abwechselnd 25 g 

| Dimethylsulfat und 200 ccm n-Natronlauge hinzu. Nach 
1 stiindigem Stehen in Eiswasser unter zeitweiligem Schiitteln 
wurde die Reaktionsfliissigkeit vorsichtig mit verdiinnter Salz- 
siure sehr schwach angesiuert und unter stark vermindertem 
Druck etwa bis zur Halfte eingeengt. 

Diese Loésung wurde nun mit Eiswasser gut abgekihlt 
und mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalt von 5°/, versetzt, 
mit Phosphorwolframsiiure gefallt und der entstandene Nieder- 

_ schlag mit 5°/, iger Schwefelsiure griindlich gewaschen. 

3 Dieser Niederschlag wurde unter Abkiihlung im Eiswasser 

a durch Baryt zerlegt, der iiberschiissige Baryt durch Kohlen- 

1 F siure entfernt, die Lésung im Vakuum bei mdglichst niedriger 

' Badtemperatur stark eingeengt und mit absolutem Alkohol 

) E ausgelaugt. 

_ Kin kleiner Teil der alkoholischen Lésung wurde mit 
| alkoholischer Platinchloridlésung versetzt. Der dabei ent- 
' standene flockige Niederschlag klebte sofort als harzige Masse 
'.am Boden des Becherglases zusammen. Da diese harzige 
hs Masse in Wasser sehr leicht léslich war und durch Zusatz 
' yon absolutem Alkohol wieder harzig gefallt wurde, so konnte 


e _ ich sie nicht in krystallinischem Zustande erhalten. 
: Der Rest der alkoholischen Lésung wurde nach dem 
1 — \erdampfen des Alkohols in einer ganz geringen Menge 


| Wasser gelist und mit alkoholischer Pikrinsdurelésung ver- 
n i setzt. 

: Das Pikrat der Base ist auch in Wasser und Alkohol 
' sehr leicht léslich und fallt mit Ather als Harz aus. Das 
_ Pikrat wurde also in der beim Diglycylglycinbetain beschrie- 
_ benen Weise mit Schwefelsiure angesiuert und mit Ather 
extrahiert. Die durch Abspaltung des Pikrates gewonnene 





t Pikrinsiure betrug 1,080 g. 
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Wenn das Triglycylglycin durch Dimethylsulfat und Natron. 
lauge zu Triglycylglycinbetain von folgender Konstitution 
a a ea 
. et 0 
methyliert wird und 1 Mol Triglycylglycinbetain sich mit 1 Mo] 
Pikrinséure verbindet, so betrigt die Base, aus der al. 
gespaltenen Pikrinsiuremenge berechnet, 1,406 g. 

Die von Pikrinsdiure befreite schwefelsaure Lésung de 
Base wurde mit Baryt von der Schwefelsiure, dann iit 
Kohlensiure vom Baryt befreit und im Vakuum_ vorsichtig 
stark eingeengt. Die Base wurde in ein MeBkiélbchen you 
50 com Inhalt quantitativ aufgenommen und mit Wasser bis 
zur Marke gefiillt. 

Mit 5 ccm dieser Lésung wurde der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahi bestimmt: 

Die zur Neutralisation des Ammoniaks verbrauchte n/!0- 
Schwefelsiure betrug 18,4 ccm, d.h. 25,76 mg N oder 0,2576 g N 
in 50 ccm Lésung. 

Diese N-Menge entspricht 1,3716 g Triglycylglycinbetain 
(N = 18,78°/,), welche mit der aus der abgespaltenen Pikrin- 
siiure berechneten Basenmenge gut iibereinstimmt. 

10 ccm dieser Lésung wurden 10 Stunden lang mit der 
3fachen Menge rauchender Salzsiure am RiickfluBkiihler ge. 
kocht. Das Hydrolysat wurde im Vakuum méglichst von der 
Salzsiure befreit, mit Wasser genau auf 25 ccm verdiinnt 
und mit 2 ccm dieser Lésung der freigewordene Aminostickstoti 
bestim mt. 








2 ccm dieser Lisung ergaben bei 28,5°C und 754 mm F 


5,59 com N, d.h. 3,02 mg N. 

Diese N-Menge stimmt mit der berechneten Aminostick- 
stoffmenge (3,08 mg) gut iiberein, die nach der Hydrolyse in 
2 ccm enthalten sein soll, wenn die urspriingliche Lisung in 
50 ccm 1,3716 Triglycylglycinbetain enthilt. 

Aus den oben erwihnten Resultaten geht sicher hervot, 
daB das Triglycylglycin auch durch Dimethylsulfat und Natron- 
lauge zu Betain methyliert wird, wenn auch das Triglycylglyciv- 
betain nicht in krystallinischem Zustande isoliert werden konnte. 








Mm 








Wirkung des Erepsins auf die methylierten Polypeptide. 
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Wirkung des Erepsins auf Triglycylglycinbetain. 
20 ccm dieser Lésung wurden in ein MeBkélbchen von 
50 ccm Inhalt gebracht und mit Borsiure—Alkalilésung’) auf 
50 cem verdiinnt. 
Diese schwach alkalisch reagierende Lisung wurde mit 























Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVI. 




















5 ccm Erepsinlésung versetzt und unter Zusatz von etwas 
' Toluol im Brutschrank bei 37° C digeriert, p,, (bei 28°C) = 7,35. 
; Der abgespaltene Aminostickstoff wurde nach van Slyke ! 
' bestimmt. 
4 Amino-N Amino-N in 2 ecem ai 
4 in 2 cem Ver- Erepsinlésung “meme 
/ Stunden | dauungsfliissigk. | Kontrollversuch a-b [S 
q (N-Gas in ecm) | (N-Gas in cem) in 9 
i a b 
: 0 0,05 0,05 0,00 oe 
a 20 0,22 0,08 0,14 2,7 
" 68 0,31 0,09 0,22 4,3 
F116 0,39 0,09 0,30 5,9 
5 ©6188 0,45 0,09 0,36 7,0 
F236 0,45 0,09 0,36 7,0 
a 10 com Betainlésung wurden mit 15 ccm Borsiure—Alkali- 
 lisung und 2,5 cem Erepsinlésung unter Zusatz von Toluol ' 
4 bei 87° C digeriert. p,, (bei 25° C) = 7,50. 
Amino-N Amino-N in 2 ecm Ab 
in 2 cem Ver- Erepsinlésung - ite 
Stunden | dauungsfliissigk. | Kontrollversuch a-) ee 
(N-Gas in ecm) | (N-Gas in cem) ey? 
in “lo 
a b 
0 0,05 0,05 _ _ 
20 0,25 0,08 0,17 3,3 
92 0,38 0,09 0,29 5,6 
164 0,48 0,09 0,39 7,5 
212 0,48 0,09 0,39 1,5 
: ') 12,404 g Borsiure in 100 ccm n-Natronlauge, aufgefiillt auf 
_ \Liter. Um die Wasserstoffionenkonzentration zu kontrollieren, ver- 
iL setzt man eine gewisse Menge dieser Lésung mit einer beliebigen Menge 
~ 0/10-Salzsiure. 
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Zusammenfassung. 


Nach meinen mit methylierten Polypeptiden ausgefiihrte) 
Versuchen ist sicher, da® Diglycylglycin und Triglycylglycin 
wie Glycylglycin durch Dimethylsulfat und Natroulauge 2 
dem entsprechenden Betain methyliert werden, wenn d's “ve. 
wonnenen Substanzen auch nur schwer krystallisierb«r sind, 
und daB weiter Glycylglycin- und Diglycylglycinbetain durch, 
Erepsin gar nicht angegriffen werden, wihrend ‘T'riglycylglycin- 
betain in geringem Grade gespalten wird. 

Zum Schlu8 méchte ich meinem hochverehrten Lehrer, 
Herrn Prof. Dr. K. Mayeda, fir seine freundlichen Anleitungen 


bei dieser Arbeit meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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Die Wirkung des Erepsins auf die benzoylierten 
Polypeptide. 
Von 


Toru Imai. 





Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Kyoto, Japan. 
Direktor: Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Marz 1924.) 


Um mir iiber die Ursache der ungeniigenden Verdaulich- 
keit der methylierten Proteine durch die proteolytischen Fer- 
mente Klarheit zu verschaffen, habe ich zuerst Glycylglycin- 
und Diglycylglycinbetain untersucht und bestatigt, daB diese 
Retaine im Gegensatz zu ihren Mutterverbindungen durch 
Krepsin gar nicht gespalten werden. Erst beim Versuche mit 
Triglycylglycinbetain beobachtete ich, daB es durch Erepsin in 
geringem Grade gespalten wird. 

Ks diirfte nun eine interessante Aufgabe sein zu unter- 
suchen, ob die Trimethylderivate der Polypeptide, welche mit 
lingeren Ketten versehen oder aus verschiedenen optisch aktiven 
Aminosiuren konstruiert sind, durch Erepsin in weit gréBerem 
Grade abgebaut werden. 

Da aber nach meiner Erfahrung die methylierten Derivate 
im allgemeinen in vielen Lésungsmitteln leicht léslich und nur 
schwer krystallisierbar sind, so habe ich leicht in krystallini- 
‘chem Zustand erhaltbare Benzoylderivate dargestellt und ihr 
Verhalten gegen Erepsin studiert. 

In benzoylierten Derivaten ist die freie Aminogruppe durch 
as Benzoylradikal verstopft, im tibrigen sind sie ganz gleich wie 
ie methylierten Derivate konstruiert. So ist es nicht unmég- 
lich, daB die bei den methylierten Polypeptiden geaiuBerten 
Anschauungen auch fiir die benzoylierten Derivate gelten. 
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In meinen mit Benzoylglycylglycin, -diglycylglycin, -triglycy|- 
glycin und -tetraglycylglycin ausgefiihrten Versuchen wurde das 
erste durch Erepsin nicht angegriffen, wihrend die drei anderen 
mehr oder weniger gespalten wurden, und zwar das Benzoyl. 
diglycylglycin am stirksten und das Benzoyltriglycylglycin am 
wenigsten. 

Aus diesen Resultaten méchte ich schlieBen, daB das 
benzoylierte Polypeptid, welches bei totaler Hydrolyse 2 Mole. 
kiile Glykokoll liefert, durch Erepsin nicht gespalten wird, 
und daf erst bei den benzoylierten Polypeptiden, welche bei 
der Hydrolyse 3 oder mehr Molekiile Glykokoll erzeugen, durch 
Erepsin eine Spaltung zustande kommt. 

Diese Verhaltnisse gelten wohl auch bei den methylierten 
Polypeptiden, so daB das Triglycylglycinbetain, welches bei 
totaler Hydrolyse 1 Mol Betain und 3 Mol Glykokoll bilden soll, 
durch Erepsin gespalten wird, wahrend das Glycylglycin- bzw. 
Diglycylglycinbetain, welche bei der Hydrolyse 1 bzw. 2 Mol 
Glykokoll liefern, durch Erepsin nicht angegriffen werden. 

Da ich aber in diesen Versuchen mit methylierten und 
benzoylierten Polypeptiden die Spaltungsprodukte nicht unter- 
sucht habe, so konnte ich leider nicht feststellen, in welcher 
Stellung in den methylierten und benzoylierten Polypeptiden 
die Peptidbindung durch Erepsin gespalten wurde. 

Mit dieser Frage und dem Unterschied der Spaltbarkeit, 
welcher zwischen Benzoyldi-, tri- und tetraglycylglycin verliegt, 
will ich mich bei nichster Gelegenheit befassen. 


Experimenteller Teil. 
Versuch mit Benzoylglycylglycin. 

Benzoylglycylglycin wurde in folgender Weise dargestellt: 
3 g Glycylglycin wurden in 30 ccm Wasser und 30 ccm n-Natron- 
lauge gelést, durch Kaltemischung gut abgekihlt und im Lauie 
1 Stunde unter energischem Schiitteln abwechselnd 4,5 ¢ 
Benzoylchlorid (in Ather gelést) und 45 ccm n-Natronlauge 21: 
gegeben. Nachdem der Geruch des Benzoylchlorids verschwunden 
war, wurde die Reaktionsfliissigkeit abfiltriert und das Filtrat 
mit Salzsiure angesiuert. 
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Dabei trat ein weiSer, krystallinischer, sich etwas fettig 
anfiihlender Niederschlag auf, welcher nach 1—2 stiindigem 
Stehen bei 0° C abgenutscht, zuerst mit wenig kaltem Wasser, 
dann mit wenig kaltem Alkohol und schlieBlich zur Entfernung 
der Benzoesiiure mit Ather gewaschen und aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert wurde. Ausbeute 3,9 g. 

Die Substanz schmolz bei 207—208° C (unkorr.) und gab 
die Biuretreaktion. 


0.2021 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 


Ammoniaks 17,45 cem n/10-Schwefelsiure . . . . N = 12,08°/, 
Berechnet fiir C,H,CO-NHCH,CO-NHCH,COOH . . N = 11,86. 


Verdauung von Benzoylglycylglycin. 
Versuch 1. 

0,25 g Benzoylglycylglycin wurden in 50 ccm Borsiure- 
alkalilésung’) gelést und unter Zusatz von 5 ccm Erepsin- 
lésung”) und etwas Toluol bei 37°C digeriert. Von Zeit zu 
Zeit wurde der Aminostickstoff in 2 ccm nach van Slyke 
bestimmt. p,, (bei 30° C) = 7,23. 











Tabelle 1. 
Amino-N in 2 — ae 
Stunden | Vargangeitssigk | Kontrollversuch a—b 
(N-Gas in ecm) 
a b 
0 0,06 0,05 0,01 
17 0,07 0,07 ee 
65 0,09 0,09 sh 
137 0,09 0,09 _ 
185 0,10 0,09 0,01 











*) 12,404 g Borsiure in 100 ccm n-Natronlauge, aufgefiillt auf 1 Liter. 
Um die Wasserstoffionenkonzentration zu kontrollieren, versetzt man 
eine gewisse Menge dieser Lisung mit einer beliebigen Menge n/10- 
Salzsiiure. 

*) Die in diesem Versuch gebrauchte Erepsinlésung ist dieselbe, 
| welche in den friiheren mit methyliertem Casein und Edestin aus- 
cefiihrten Versuchen gebraucht worden ist. 
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Versuch 2 
0,25 g Benzoylglycylglycin wurden in 50 ccm Borsiure- 
alkalilésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und Toluol 
bei 37°C stehen gelassen. p,, (bei 31° C) = 7,73. 


Tabelle 2. 














Amino-N in 2 com yo net taangy 
Stunden i re gt ag Kontrollversuch a—b 
(N-Gas in eem) 
a b 

0 0,05 0,05 _ 

19 0,07 0,07 ” 

43 0,09 0,09 a 

91 0,11 0,09 0,02 
139 0,10 0,09 0,01 











Versuch mit Benzoyldiglycylglycin. 

2g Diglycylglycin wurden in 20 ccm Wasser gelést, mit 
20 ccm n-Natronlauge versetzt und mit 2 g Benzoylchlorid und 
20 ccm n-Natronlauge in ganz gleicher Weise wie beim Benzoyi- 
glycylglycin behandelt. Die abfiltrierte alkalische Reaktions- 
fliissigkeit gab beim Ubersittigen mit Salzsiure einen weiBen, 
flockigen Niederschlag, welcher aber bald auf der Oberfliiche 
der Fliissigkeit fettig zusammenklebte. 

Die aus 90°/,igem heiBen Alkohol umkrystallisierten Krystalle 
wurden mit Alkohol und Ather ausgewaschen und getrocknet. 

Ausbeute 2,0g. Sie schmolzen bei 216—217°C (unkorr.’ 
und farbten die Fehlingsche Lésung violett. 


0,1888 g Substanz verbrauchte zur Neutralisation des 
Ammoniaks 14,45 eem n/10-Schwefelsiiure . . ~ N=14,57°/ 
Berechn. fiir C,H,CO-NHCH,CO- NHCH.CO-NHCH, COOH N = 14,33°, 


Verdauung von Benzoyldiglycylglycin. 
Versuch 1. 
0,25 g Benzoyldiglycylglycin wurden in 50 ccm Borsaure- 
alkalilésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und etwas 
Toluol bei 37°C digeriert. p,, (bei 30° C) = 7,39. 








Tabelle 3. 
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Stunden 





Amino-N in 2 eem 
Verdauungsfliissigk. 
(N-Gas in cem) 


Amino-N in 2 ccm 
Erepsinlésung 
Kontrollversuch 
(N-Gas in ecm) 


b 
0,05 
0,06 
0,09 
0,09 





0,09 


Versuch 2. 


Tabelle 4. 














209 
Ab- 
a—b | gespaltener 
in °/, 
0,39 16,1 | 
0,83 34,4 
1,19 49,5 
1,20 49,7 


0,25 g Benzoyldiglycylglycin + 50 ccm Borsiurealkalilésung 


+5 ccm Erepsinlésung + Toluol. p,, (bei 31° C) = 7,95. 








Amino-N in 2cem 
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Verdauung von Diglycylglycin. 


(Kontrollversuch.) 


Versuch 1. 


p,, (ber 35° C) = 8,19. 





Amino-N in 2 eem ; ridin Ab- 
fbi Erepsinlésung : 
Stunden Verdauungsflissigk. Kontrollversuch | a — b gespaltener 
(N-Gas in ccm) Ms - } 
(N-Gas in eem) in °/ 
a b Hi ’ 
— ‘ 
0 0,06 0,05 0,01 _ 
19 0,36 0,06 0,30 12,4 
43 0,59 0,09 0,50 20,6 
91 0,78 0,09 0,69 28,5 
139 1,09 0,09 1,00 41,3 
187 1,10 0,09 1,01 41,9 


0,25 g Diglycylglycin wurden in 50 ccm 0,5°/,iger Soda- 
lisung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung unter Zusatz von 
Toluol bei 837° C digeriert. 
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Tabelle 5. 


























Amino-N in 2 cem |Amino-N in 2cem Ab- 
Verdauungsfliissigk.| Erepsinlésung gespaltener 
mene (N-Gas in cem) | (N-Gas in cem)| *~ » N 
in °/ 
“ b lo 
0 amar diel aim a 
20 3,23 0,08 3,15 _ 
44 3,29 0,09 3,20 _ 
68 3,39 0,09 3,30 — 
116 3,41 0,09 3,32 88.7 
Versuch 2. 


0,25 g Diglycylglycin wurden in 50 ccm Borsiurealkali- 
lésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und Toluol bei 


37° C digeriert. 


p,, (bei 28° C) = 7,28. 


Tabelle 6. 








Stunden 


17 
41 




















Amino-N in 2 ccm |Amino-N in 2 ccm Ab- 
Verdauungsfliissigk.| Erepsinlésung — gespaltener 
(N-Gas in cem) | (N-Gas in ccm) N 
in °/, 
a b 
3,50 0,07 3,43 _ 
3,87 0,09 3,78 100 


Versuch mit Benzoyltriglycylglycin. 


2¢ Triglycylglycin wurden in 20ccm Wasser und 20 ccm Q 
n-Natronlauge gelést und in der iiblichen Weise mit 2g Benzoyl. — 
chlorid und 25 ccm n-Natronlauge behandelt. Beim Ansauern 
mit Salzsiure trat ein weiBer, krystallinischer Niederschlag 


auf, welcher abgenutscht, mit Ather gewaschen und aus viel — 


heiBem Wasser umkrystallisiert wurde. 


Die Substanz schmolz bei 237—238° C (unkorr.), gab die 


Biuretreaktion (blauviolett) und farbte die Fehlingsche Lésung a 
blauviolett. 
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0.1149 g Substanz verbrauchte zur Neutralisation des 
Ammoniaks 13,25cem n/10-Schwefelsiure 


; N = 16,12°/, 
Berechnet fiir C,H,CO-(NHCH,CO),-NHCH,COOH . 


N = 16,00°/, 


Verdauung von Benzoyltriglycylglycin. 
Versuch 1. 
0,25 g Benzoyltriglycylglycin wurden in 50 ccm Borsaure- 











alkalilésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und Toluol | i 
bei 37° C digeriert. p,, (bei 30° C) = 7,55). 
Tabelle 7. 
Amino-N in 2 cem |Amino-N in 2 cem Ab- 
: Verdauungsfliissigk.| Erepsinlésung - gespaltener 
Stunden (N-Gas in cem) | (N-Gas in ccm) a—b 
in °/, 
a b 
0 0,05 0,05 — _ 
17 0,14 0,06 0,08 2,9 
i 65 0,30 0,09 0,21 7,6 
P1387 0,51 0,09 0,42 15,3 
185 0,52 0,09 0,43 15,6 





bei 37° C digeriert. 





Versuch 2. 








0,25 g Benzoyltriglycylglycin wurden in 50 ccm Borsdure- 
alkalilésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und Toluol 
p,, (bei 31° C) = 8,05. 




















Tabelle 8. 
Amino-N in 2 eem |Amino-N in 2 cem Ab- 
Verdauungsfliissigk.}| Erepsinlésung eke gespaltener 
etunden (N-Gas in ecm) | (N-Gas in ccm) a—b N 
in °/, 
a b 

0 0,05 0,05 — — 

: 19 0,14 0,07 0,07 — 
a 43 0,20 0,09 0,11 3,8 
tm 0,30 0.09 0,21 7,2 
F139 0,38 0,09 0,29 10,0 
fF 187 0,36 0,09 0,27 8,7 
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Versuch mit Benzoyltetraglycylglycin. 

1,5 g Tetraglycylglycin wurden in 15 com Wasser gelist 
und in bekannter Weise mit 1,5g Benzoylchlorid und 35 ccm 
n-Natronlauge behandelt und der beim Ansauern mit Salz. 
siure ausgeschiedene Niederschlag aus einer sehr groBen Menge 
heiBen Wassers umkrystallisiert. Ausbeute 1,2 g. 

Die Substanz ist in heiBem Wasser schwer, in kaltem 
iuBerst schwer léslich. Sie zersetzte sich bei gegen 260 bis 
263° C (unkorr.), gab die Biuretreaktion und farbte die 
Fehlingsche Lésung violett. 

0,1140 ¢ Substanz verbrauchte zur Neutralisation des 


Ammoniaks 14,10 cem n/10-Schwefelsiiure . . N = 17,19° 
Berechnet fiir C,H,CO-(NHCH,CO), - NHCH,COOH . ; N = 17,81. 


Verdauung von Benzoyltetraglycylglycin. 
Versuch 1, 
0,25 ¢ Benzoyltetraglycylglycin wurden in 50 ccm Borsiure- & » 
alkalilésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und Toluo & 
bei 37° C digeriert. p,, (bei 28° C) = 7,59. 


























Tabelle 9. 
Amino-N in 2 cem |Amino-N in 2ccem _ 
Verdauungsfliissigk.| Erepsinlésung a gespaltener 
Stunden (N-Gas in ecm) | (N-Gas in ccm) —b Y 
in %, 
a b 
0 0,06 0,05 0,01 i 
67 0,29 0,09 0,20 7,0 
139 0,46 0,09 0,37 13,0 
259 0,64 0,09 0,55 19,4 
307 0,79 0,09 0.70 24,7 
879 0,79 0,09 0,70 24,7 
Versuch 2 


0,25 g Benzoyltetraglycylglycin + 50 ccm Borsiurealkali- 
lésung + 5 com Erepsinlésung + Toluol. p,, (bei 28° C) = 7,52 








Tabelle 10. 


Die Wirkung des Erepsins auf die benzoyliriten Polypeptide. 
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Stunden 





Amino-N in 2 cem 
Verdauungsfliissigk. 
(N-Gas in cem) 


a 
0,05 
0,20 
0,29 
0,55 
0,62 
0,63 


Amino-N in 2 ¢em 
Erepsinlésung 
(N-Gas in ccm) 


b 


0,05 
0,08 
0,09 
0,09 
0,09 





0,09 





0,12 
0,20 
0,46 
0,53 
0,54 


Verdauung von Tetraglycylglycin. 


Kontrollversuch. — 





Ab- 
gespaltener 


-*, 


0,25 g Tetraglycylglycin wurden in 50 ccm Borsidure- 
alkalilésung gelést und mit 5 ccm Erepsinlésung und etwas 


| Toluol bei 37° C digeriert. 


Tabelle 11. 


P,, (bei 28° C) = 7,52. 








Stunden 


Amino-N in 2 ccm 
Verdauungsfliissigk. 
(N-Gas in ccm) 


a 


1,11 
2,13 
3,31 
3,76 
3,96 





3,93 


Amino-N in 2 cem 
Erepsinlésung 
(N-Gas in ccm) 











Ab- 
gespaltener ' 
N 


ay 
in °/, 





Uber den Eisengehalt der Nucleoproteide. 


Von 
T. Takahata. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1924.) 





Samtlichen Untersuchern, die sich mit der Chemie der Zell- 
substanzen beschiftigt haben, ist aufgefallen, daB die Nieder. 
schlige, die man aus wiBrigen Organausziigen durch Essigsiure- 
fallung erhalten kann und die aus Salzen von Nucleinsiuren 
mit EiweiBkérpern, den sogenannten Nucleoproteiden, bestehen, 
eisenhaltig sind. Dieser Eisengehalt soll im Zellhaushalt eine 
sehr wichtige, aber bisher recht unklare und wenig scharf 
definierte Rolle spielen. In Analogie mit dem Eisen des 
Blutfarbstoffes hat man ihn mit den Oxydationsvorgingen in 
der Zelle in Zusammenhang zu bringen versucht, andererseits 
auch direkt mit den roten Blutkérperchen und ihrer Genese. 
Diese letzteren Versuche, soweit sie sich auf das Bungesche 
Himatogen beziehen, kénnen heute wohl als miBgliickt an- 
gesehen werden; das Himatogen und seine Nachfolger spielen 
heute héchstens noch in der Reklame mancher chemischer 
Fabriken eine gewisse Rolle. Was die Beziehungen des Hisens 
zu den Oxydationsvorgingen betrifft, so hat man hier meistens 
Versuche mit anorganischen Eisensalzen angestellt; ob bel 
diesen Vorgiingen die Nucleoproteide iiberhaupt beteiligt sind, 
erscheint also sehr fraglich, Von Sauerland?) ist endlich 
nachgewiesen worden, da& die Nucleinsiuren kein Eisen i 
ihrem Molekiil enthalten und daB auch in manchen Proteiden 
Kisen nur in Spuren vorkommt. Wenn aber der Nucleinsiiure- 





1) Diese Zs. Bd. 64, S. 16 (1910). 
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anteil der Nucleoproteide eisenfrei ist, so miBte notwendiger- 
weise der andere Paarling des Proteids, das EiweiB, es in 
seinem Molekiil enthalten. Das ware aber nach allem, was 
bisher itiber die KiweiBkérper bekannt ist, etwas ganz AuBer- 
gewohnliches. Ich habe also noch einmal unternommen, einige 
Versuche iiber den Hisengehalt der Nucleoproteide anzustellen 
und glaube, daB die strittige Frage jetzt sich eindeutig be- 
antworten 1aBt. 

Die Kisenbestimmungen wurden simtlich nach der Neu- 
mannschen Methode?) ausgefiihrt; war nicht geniigend Eisen 
in den untersuchten Substanzen vorhanden, so wurde eine be- 
stimmte Menge hinzugefiigt, um einen deutlichen Ausschlag 
zu erhalten. Vorher wurde ein blinder Versuch mit den zu 
den Bestimmungen gebrauchten Reagenzien in den im Versuch 
in Frage kommenden Mengen angestellt. Hierbei ergab sich 
ein geringer Hisengehalt derselben, der wohl zum gréBten 
Teile aus den bei der Veraschung benutzten Saiuren herstammte. 
Man erhielt so einen Mehrgehalt von 0,0112°/, Fe, der bei 


den folgenden Analysen immer schon abgezogen ist. 


Zuerst wurde Heringssperma untersucht, das mit Wasser 


'gewaschen und mit Alkohol und Ather erschépft war. 1 g, 


mit dem Neumannschen Siuregemisch verascht, verbrauchte 
_ 05 ccm Thiosulfatlésung. Es enthielt also die Substanz 
 0,01123°/, Fe. Ein mit Essigsiure gefalltes Praparat enthielt, 
 ebenso untersucht, 0,00685°/, Fe; ein mit kinstlichem See- 
wasser gewaschenes Priparat enthielt 0,02901°/, Fe. Ferner 
wurde in einem Priparat, das aus Hornfischsperma durch 
 Essigsiiurefallung erhalten war, ein Gehalt von 0,018°/, Fe 
: gefunden. Das sind also alles Zahlen, die innerhalb der 
i Versuchsfehler fallen, oder die sich wenigstens ohne weiteres 
| aus dem Kisengehalt der zur Darstellung der Priaparate be- 
 nutzten Reagenzien und Instrumente erklaéren lassen. Mit 
_ dem Proteid an sich haben diese winzigen Mengen von Kisen 
: natiirlich gar nichts zu tun. 


) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch d. physiol. u. pathol. 


EQ chem. Analyse, VII. Aufl., S. 398 (1903); VIII. Aufl., S. 546 (1909). 
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Wir haben dann nach der gleichen Methode ein Priparat 
von Pankreasproteid, das nach E. Hammarsten!) gewonnen war, 
untersucht: Hisengehalt = 0,09438°/, Fe. Von Sauerland ist 
schon ein Priparat von Pankreasproteid nach O. Hammarstey 
auf seinen Kisengehalt untersucht worden; Sauerland hat 
aber so wenig Eisen gefunden, daB er gar keine quantitative 
Bestimmung ausgefiihrt hat. 

Ktwas hoéhere Eisenwerte haben wir in den Priparaten 
aus Milz gefunden; unser Befund stimmt ganz gut zu den An- 
gaben friiherer Untersucher, die auch einen relativ hohen Kisen- 
gehalt der Milz konstatiert haben. Ein Milzproteid, das durch 
Essigsiure-Alkoholfaillung in ahnlicher Weise wie das Pankreas- 
proteid gewonnen war, enthielt 1,031°/, Fe; ein Leberproteid, 
in gleicher Weise gewonnen, ergab einen Fe-Gehalt von 0,1776°) , 
nach einmaligem Umfillen durch Lésen in verdiinnter Natron- 
lauge und Wiederausfallen mit Essigséure: 0,1177°/,. 

In den aus Milz und aus Leber erhaltenen Fiallungen 
tindet sich also in der Tat ein héherer Eisengehalt, und es 
fragt sich, woher dieser stammt und in welcher Form das 
Kisen in dem Niederschlag enthalten ist. DaB es nicht dem Blut 
entstammen kann, das etwa noch in den verarbeiteten Organen 
zuriickgeblieben war, ergibt sich aus einer kleinen Uberschlags. 
rechnung. Das Hamoglobin des Rinderblutes enthalt rund 
0,4°/, Fe, das Blut enthalt rund 100 pro Mille Hamoglobin, 
es wiirden also 0,4g Fe rund 1000 ccm Blut entsprechen. 
Berechnet man sich hiernach die Mengen Blut, die den ge- 
fundenen EKisenmengen entsprechen, so erhilt man z. B. unter 
der Voraussetzung, daB simtliches Hisen aus beigemengtem 
Blutfarbstoff stammt, bei dem Pankreasproteid eine Beimengung 
von 23,34 g Hamoglobin oder von 233 ccm Blut, Fir das 
Milzproteid ergibt sich in gleicher Weise ein Gehalt von 258 g 
Hamoglobin oder von 2580 ccm Blut und fiir das Leberproteid 
ein solcher von rund 400 ccm Blut. Es ist natiirlich aus- 
geschlossen, daB soviel Himoglobin als Verunreinigung in die 
Praiparate hineingehen kann; die Gegenwart von solchen 





1) Diese Ztschr. Bd. 109, S. 141 (1920). 











is Ring ia tae Te 


na 


ENG 


ag sae Rea iso eM ae SP 








a 


Uber den Eisengehalt der Nucleoproteide. 917 


Mengen von Blutfarbstoff hitte sich schon durch die Farbe 
der Praparate verraten. 

Wir haben also nach einem anderen Grunde fir die 
Gegenwart des Eisens gesucht und in Ubereinstimmung mit 
den meisten friiheren Untersuchern festgestellt, daB das Eisen 
sehr leicht aus den Praparaten als anorganisches Eisen ge- 
wonnen werden kann. Es wurde 1g des Milzproteides, das 
1,031°/, Fe enthielt, mit 17 ccm 2°/, Natronlauge 1 Stunde 
auf dem Wasserbade erwarmt, dann mit Essigsiure bis zur 
schwach sauren Reaktion versetzt und filtriert. Es entsteht 
ein schwarzlicher Niederschlag, der abfiltriert und mit Wasser 
ausgewaschen werden kann. Wird der Niederschlag ohne Ver- 
aschung in Salzsiure gelést und auf Eisen titriert, so erhilt 
man einen Wert von 1,053°/, Fe; wird aber der Niederschlag 
erst nach der Veraschung auf Kisen titriert, so ergibt sich 
ein Fe-Gehalt von 1,062°/,. Es ist also das gesamte Eisen 
durch diesen sehr milden Ejingriff ohne weiteres als an- 
organisches Eisen abspaltbar. Wir haben uns durch einen 


' besonderen Versuch vergewissert, da8 dies beim Hamoglobin 


durchaus nicht der Fall ist. 

Will man nun nicht annehmen, dab das Eisen in einer 
bisher nicht niher bekannten lockeren Bindung, iiber deren 
Art sich gar nichts aussagen la8t, in den fraglichen Proteiden 
vorhanden ist, so muB man schlieBen, daB das Eisen schon 
in ionisierter Form in ihnen vorkommt. Es muB sich also um 
Kisensalze der Nucleinsiuren handeln. Es ist ferner bekannt, 
daB die Nucleinsiuren ein auBerordentlich groBes Vermégen 
haben, Metalle in kolloidaler Form gelést zu halten; deshalb ist 
es erklirlich, daB man das Eisen nicht durch eine einfache 
Fillung mit Natronlauge, z.B. aus den Lésungen der frag- 
lichen Niederschlage, véllig herausfillen kann. Erst durch 
langeres Erwarmen auf dem Wasserbade wird es ausgeflockt. 


- Man kann sich leicht an einer Lésung von thymonucleinsaurem 
© Eisen von diesen Verhiiltnissen tiberzeugen. Es wurden z. B. 
» 0.9 g thymonucleinsaures Natrium in 50 ccm Wasser gelést 


und mit Eisenchlorid bei dauernd neutraler Reaktion aus- 
gefallt; der Niederschlag von nucleinsaurem Hisen wurde ab- 
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filtriert und mit Wasser ausgewaschen. Dann wurde er in 
Wasser aufgeschwiammt, durch tropfenweisen Zusatz von ver. 
diinnter Natronlauge in Lésung gebracht und durch einen kleinen 
UberschuB von Natronlauge das Eisen als Hydroxyd ausgefiillt, 
Von der Fallung wurde abfiltriert; aus dem vollkommen klaren 
Filtrat lieB sich ein geringer zweiter Niederschlag von Lisen- 
hydroxyd durch lingeres Erwirmen der Fliissigkeit erhalten 
und das nunmehrige Filtrat ergab immer noch eine starke 
Berlinerblaureaktion; titrimetrisch lieBen sich freilich diese 
sehr geringen Eisenmengen nicht mehr bestimmen. 

Durch diesen Versuch scheint uns das Vorkommen von 
Eisen in den Proteidniederschlagen der Organextrakte geiigend 
geklirt: Enthalten die Organe hinreichende Mengen von an- 
organischen Hisensalzen, so geht eine gewisse Menge von ihnen 
in diese Niederschlige mit hinein; hier werden sie beim Un.- 
fallen durch die Nucleinsdiuren in kolloidaler Lésung gehalten 
und flocken erst aus, wenn die Lésungen langere Zeit erwirmt 
werden. 
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